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転子構成タンパク質 FliG と FliM、FliN が基部体の細胞質側で C リングを形成
している。これらは、C リングの細胞質側でスイッチ複合体として機能している
ことが分かっている(5,7,8)。また、大腸菌のべん毛モーターにおいて駆動力の発生
に関与すると考えられている H+駆動型固定子 MotAB は MotA サブユニットと
MotB サブユニットが 4：2 の割合で複合体を形成し、共役イオンの通り道であ
るイオンチャネルとして機能している (9,11)。そして、回転子構成タンパク質 FliG
の C 末端領域と固定子構成タンパク質 MotA の細胞質側に突出している親水性














































OM : 外膜、PG : ペプチドグリカン層、IM : 内膜、L : L-ring、P : P-ring、MS : MS-ring、
MotA : 固定子サブユニット、MotB : 固定子サブユニット、Stator : H+駆動型固定子
MotAB 複合体、FliG : C-ring サブユニット、FliM, FliN : C-ring サブユニット、C : C-
















H+駆動型固定子 MotAB のほかに海洋性ビブリオ属細菌や Bacillus 属細菌がもつ
Na+駆動型固定子 PomAB と MotPS がある。 
H+駆動型固定子MotABを構成しているMotAサブユニットは 4回膜貫通領域、
MotB サブユニットは 1 回膜貫通領域を持つ膜タンパク質である(図 1-4)(7,9)。大
腸菌では、MotAB がイオンチャネルとして機能し、チャネル内を共役イオンで
ある H＋が通過する時に MotAB 複合体が構造変化を起こし、MotA サブユニット
の 2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間の細胞質内ループの荷電アミノ酸残基と回









転させていることが 1981 年に報告された(15)。そして、2004 年に好アルカリ性細
菌 Bacillus psedofirmus OF4 から MotAB と相同性のある Na+駆動型固定子 MotPS
が同定された(16) (表1-1、図 1-5)。好アルカリ性細菌は、アルカリ性環境では H+
駆動力が小さく、べん毛モーターの駆動力として使うことが困難となるため代
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わりに Na+駆動力を利用すると考えられている。近年の研究では、好アルカリ性
Bacillus 属細菌において新奇性の高い固定子が同定されている。Bacillus clausii 
KMS-K16 の固定子 MotAB は外環境の pH に適応して中性環境では H+を共役イ
オンとして利用し、アルカリ性環境では Na+を共役イオンとして利用しているこ












2009 年に Shewanella oneidensis MR-1 は、極べん毛性で H+駆動型固定子 MotAB
と Na+駆動型固定子 PomAB が、環境中の Na+濃度や pH の変化により、基部体
に取り込む固定子の種類を変化させていることが報告された(23,24)。枯草菌にお
いても Na+駆動型固定子 MotPS は、Na+濃度や pH の変化により発現量が変化す
ることが報告された(22)。 
海洋性ビブリオ属細菌は、2 種類の固定子を極べん毛、側べん毛で使い分けて
いることで環境応答を行っている。また、好アルカリ性細菌である Bacillus clausii 
KMS-K16(17)や Bacillus alcalophils(18)は 1種類の固定子で複数の共役イオンを利用
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することで環境応答を行っている。しかし、枯草菌や Shewanella oneidensis MR-
1 はべん毛や共役イオンを使い分けるのではなく、モーター部分である基部体に
取り込む固定子の種類を変化させることにより環境応答を行っていることが報





























図 1-4．H+駆動型固定子 MotAB 複合体の概略図 
固定子構成タンパク質である MotA サブユニットを青色、MotB サブユニット












固定子は従来 H+駆動型と考えられる MotAB を赤、Na+駆動型と考えられる














を概略図で示した。固定子は従来 H+駆動型と考えられる MotAB を赤、Na+駆
動型と考えられる MotPS と PomAB を青で示した。共役イオンは、H+を赤、
Na+を青、K+を緑、Rb+をピンクで示した。 
  
  15 
 
第四節 回転子タンパク質 FliG と固定子タンパク質の相互作用 
 
大腸菌べん毛モーターは、C リング構成タンパク質 FliG が回転子として、H+
駆動型 MotAB が固定子として機能することで駆動力が発生すると考えられて
いる。これまでに、回転子構成タンパク質 FliG の C 末端領域の荷電アミノ酸
残基(K264、R281、D288、D289、R297)(26,27,28)と固定子構成タンパク質 MotA の
2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間の細胞質内ループの荷電アミノ酸残基(R90、
E98)(29)が静電的相互作用することにより駆動力が発生すると提唱されている(図
1-6)(10)。 







海洋性ビブリオ属細菌 Vibrio alginolyticus が持つ Na+駆動型固定子構成タン
パク質 PomA において 2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間の細胞質内ループの荷
電アミノ酸残基(R88、R89、E96、E97、E99)を中性アミノ酸残基に置換した変
異体の運動性試験の結果、運動性への影響を観察することが出来なかった
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子と固定子の間で静電的相互作用によって駆動力が発生するという説は支持さ
れてこなかった。しかし、最近の研究によって、大腸菌の MotA と異なり、V. 
alginolyticus の PomA (R88、K89、E96、E97、E99、D128、H136)と FliG(K284、
K300、R301、D308、D309、R317)間の静電的相互作用に多くの荷電アミノ酸残
基が関与していることが報告された(図 1-7)(35)。このことから、PomA と FliG
間の静電的相互作用がべん毛モーターの回転に重要な役割を果たしていると考
えられる。 







式が異なる可能性が考えられた。また、これまで Na+駆動型 MotPS において回
転子構成タンパク質 FliG との相互作用に関する報告はない。このことから、H+
駆動型 MotAB と Na+駆動型 MotPS の 2 種類の固定子が 1 つのべん毛モーターに














図 1-6．大腸菌べん毛モーターH+駆動型固定子 MotAB と回転子 FliG との相互作用模式図 
大腸菌べん毛モーターの駆動力の発生に特に重要な H+駆動型固定子構成タンパク質
MotA の荷電アミノ酸残基である 90 番目のアルギニン残基(R90)と 98 番目のグルタミン酸
残基(E98)を赤で示した。R90 は駆動力の発生に重要であり、E98 は基部体に固定子を導入












図 1-7. V. alginolyticus べん毛モーターNa+駆動型固定子 PomAB と回転子 FliG
との相互作用模式図 
V. alginolyticus のべん毛モーターの運動性に関与していると考えられる Na+駆
動型固定子構成タンパク質 PomA の荷電アミノ酸残基(R88、R89、E96、E97、
E99、D128、H136)と回転子構成タンパク質 FliG の C 末端領域に存在する荷電
アミノ酸残基(K284、K300、R301、D308、D309、R317)を図中に示した。ま
た、固定子と FliG の C 末端側間の静電的相互作用を赤色の矢印で示した。
PomA サブユニットの膜貫通領域の順番を四角内の数字は示している。 
  





種類の固定子 H+駆動型 MotAB と Na+駆動型 MotPS と好アルカリ性細菌 Bacillus 





MotA サブユニットと Na+駆動型の PomA サブユニットでは、静電的相互作用に
必要とする荷電アミノ酸残基の数が異なる。このとから、静電的相互作用の駆動
力の発生への関与が異なる可能性が考えられた。枯草菌は、H+駆動型固定子
MotAB と Na+駆動型固定子 MotPS の 2 種類が 1 つのべん毛モーター基部体に取
り込まれるハイブリッドモーターを形成している点から H+駆動型と Na+駆動型
の駆動力の発生機構を比較するには好都合な研究材料といえる。また、これまで
に Na+駆動型固定子 MotPS における駆動力の発生機構に関する報告はない。 




可能である。B. pseudofirmus OF4 は、pH 7.5~11.4 において Na+濃度に依存した良
好な運動性を示す。しかし、中性である pH 7.0 では運動性に高濃度の Na+を要
求する(39)。中性環境における運動性減少の原因として、H+と Na+の競合阻害によ
る影響が考えられている。しかし、枯草菌は中性環境でも Na+濃度に依存した良
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好な運動性を示す(16)。このことから、好中性細菌である枯草菌べん毛モーター
の Na+駆動型固定子 MotPS と好アルカリ性細菌である B. pseudofirmus OF4 のべ
ん毛モーターの Na+駆動型固定子 MotPS は、Na+の流入に対して外環境 pH に応
答した異なる制御を行っている可能性が考えられた。B. pseudofirmus OF4 のべん
毛モーターの Na+駆動型固定子 MotPS の中性環境における Na+の流入制御部位
を特定することで固定子の外環境 pH に応答する部位を特定できるのではない
かと考えた。 
本研究の目的は、枯草菌のべん毛モーターH+駆動型固定子 MotAB と Na+駆動
型固定子 MotPS の回転駆動力発生ユニットとしての機能と B. pseudofirmus OF4
のべん毛モーターNa+駆動型固定子MotPSの中性環境でのNa+の流入制御機構を
解明することである。 
第二章では、枯草菌べんモーターの H+駆動型固定子 MotAB の MotA サブユニ











第四章では、B. pseudofirmus OF4 と枯草菌のべん毛モーターNa+駆動型固定子
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MotPS の中性環境における Na+親和性の差異ついて解析を行った。B. 




わる変異箇所の同定や解析を行うことで B. pseudofirmus OF4 の Na+駆動型固定
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H+駆動型べん毛モーターの研究により回転子 FliG の C 末端領域に存在する荷
電アミノ酸残基(K264、R281、D288、D289、R297)と H+駆動型固定子 MotA サ
ブユニットの 2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間に存在する細胞質内ループの荷
電アミノ酸酸残基(R90、E98)が静電的相互作用を行うことで駆動力が発生する










  23 
 
作用に多くの荷電アミノ酸残基が関与していることが報告された(図 1-7)(35)。ま
た、近年の研究では H+駆動型固定子 MotA(R90)と回転子 FliG(D289)間における
静電的相互作用は、基部体に固定子を組み込むために重要であることが報告さ
れた(30,31)。 
枯草菌には、2 種類の固定子 H+駆動型 MotAB と Na+駆動型 MotPS が存在す
る。それぞれの固定子の駆動力の発生機構の解明を試みるためには、H+駆動型
MotAB または Na+駆動型 MotPS がそれぞれ固定子として単独で発現している株
を用いて解析した方が、もう一方の影響を排除して研究できる利点がある。 
本章では、使用菌株としてあらかじめ motAB および motPS 遺伝子を欠失させ
た枯草菌固定子欠損株に H+駆動型固定子 MotA サブユニットまたは Na+駆動型




















本研究で使用した菌株を表 2-1 に、使用したプラスミドを表 2-2 にまとめた。 
大腸菌の培養には LB 培地を使用した。大腸菌形質転換体の培養には、必要に応
じて LB 培地に 100 μg/ml なるようにアンピシリンナトリウム(以降 Amp100と省
略)を添加した。枯草菌の培養には LB 培地または Spizizen 培地を使用した。抗
生物質は、菌株に合わせて適宜添加した。エリスロマイシンは 1 μg/ml(以降 Erm1
と省略)、クロラムフェニコールは 5 μg/ml(以降 Cm5 と省略)、ネオマイシンは  
7.5 μg/ml(以降 Neo7.5 と省略)。軟寒天培地を用いた運動性試験には、Spizizen 培
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表2-1. 使用菌株 
菌株 遺伝子型または説明 リファレンス 
大腸菌(Escherichia coli)    
DH5α MCR F- mcrAΔ1 (mrr-hsd RMS-mcrBC) Φ80dlacZ 
Δ(lacZYAargF) U169 deoR recA1 endA1 supE44 
λthi-1 gyr-496 relA1 
Stratagene 
DH5α-T1R hsdR17(rk-, mk+) phoA from DH5α MCR Invitrogen 
枯草菌(Bacillus subtilis)   
BR151MA lys3 trpC2 (wild type) (37) 
ΔABΔPS lys3 trpC2 ΔmotAB::erm ΔmotPS::neo (25) 
BS-AB ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB from BR151MA (25) 
BS-PS ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS from BR151MA (25) 
BS-la-AB  ΔABΔPS lacA::PmotAB-motAB from BR151MA 本研究 
BS-la-PS ΔABΔPS lacA::PmotAB-motPS from BR151MA 本研究 
PXylA-AB ΔABΔPS lacA::PxylA-motAB from BR151MA 本研究 
PXylA-PS ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS from BR151MA 本研究 
AB-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB from BR151MA 本研究 
PS-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS from BR151MA 本研究 
Pspac-AB-WT BS-la-AB amyE::Pspac-motAB from BR151MA 本研究 
Pspac-PS-WT BS-la-AB amyE::Pspac-motPS from BR151MA 本研究 
MotA-E84A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E84A 本研究 
MotA-E84Q ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E84Q 本研究 
MotA-R90A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_R90A 本研究 
MotA-R90E ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_R90E 本研究 
MotA-R91A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_R91A 本研究 
MotA-E92A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E92A 本研究 
MotA-E92Q ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E92Q 本研究 
MotA-E92K ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E92K 本研究 
MotA-E98A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E98A 本研究 
MotA-E98Q ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E98Q 本研究 
MotA-E102A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E102A 本研究 
MotA-E102Q ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_E102Q 本研究 
MotA-D103A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_D103A 本研究 
MotA-D103N  ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_D103N 本研究 
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表 2-1. 使用菌株 ( 続き ) 
菌株 遺伝子型または説明 リファレンス 
枯草菌(Bacillus subtilis)  
MotA-D105A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_D105A 本研究 
MotA-D105N ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_D105N 本研究 
MotA-D106A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_D106A 本研究 
MotA-D106N ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotA_D106N 本研究 
MotA-E84A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E84A 本研究 
MotA-E84Q-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E84Q 本研究 
MotA-R90A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_R90A 本研究 
MotA-R90E-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_R90E 本研究 
MotA-R91A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_R91A 本研究 
MotA-E92A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E92A 本研究 
MotA-E92Q-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E92Q 本研究 
MotA-E92K-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E92K 本研究 
MotA-E98A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E98A 本研究 
MotA-E98Q-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E98Q 本研究 
MotA-E102A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E102A 本研究 
MotA-E102Q-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_E102Q 本研究 
MotA-D103A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_D103A 本研究 
MotA-D103N-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_D103N 本研究 
MotA-D105A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_D105A 本研究 
MotA-D105N-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_D105N 本研究 
MotA-D106A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_D106A 本研究 
MotA-D106N-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motAB-MotA_D106N 本研究 
Pspac-MotA-E84A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E84A 本研究 
Pspac-MotA-E84Q BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E84Q 本研究 
Pspac-MotA-R90A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_R90A 本研究 
Pspac-MotA-R90E BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_R90E 本研究 
Pspac-MotA-R91A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_R91A 本研究 
Pspac-MotA-E92A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E92A 本研究 
Pspac-MotA-E92Q BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E92Q 本研究 
Pspac-MotA-E92K BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E92K 本研究 
Pspac-MotA-E98A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E98A 本研究 
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表 2-1. 使用菌株 ( 続き ) 
菌株 遺伝子型または説明 リファレンス 
枯草菌(Bacillus subtilis)   
Pspac-MotA-E98Q BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E98Q 本研究 
Pspac-MotA-E102A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E102A 本研究 
Pspac-MotA-E102Q BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_E102Q 本研究 
Pspac-MotA-D103A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_D103A 本研究 
Pspac-MotA-D103N BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_D103N 本研究 
Pspac-MotA-D105A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_D105A 本研究 
Pspac-MotA-D105N BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_D105N 本研究 
Pspac-MotA-D106A BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_D106A 本研究 
Pspac-MotA-D106N BS-la-AB amyE::Pspac-motAB-MotA_D106N 本研究 
MotP-D91A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D91A 本研究 
MotP-D91N ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D91N 本研究 
MotP-D91K ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D91K 本研究 
MotP-R94A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_R94A 本研究 
MotP-R94E ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_R94E 本研究 
MotP-K95A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_K95A 本研究 
MotP-D102A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D102A 本研究 
MotP-D102N ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D102N 本研究 
MotP-D102K ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D102K 本研究 
MotP-D103A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D103A 本研究 
MotP-D103N ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D103N 本研究 
MotP-R106A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_R106A 本研究 
MotP-E107A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_E107A 本研究 
MotP-E107Q ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_E107Q 本研究 
MotP-D110A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D110A 本研究 
MotP-D110N ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D110N 本研究 
MotP-D110K ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotP_D110K 本研究 
MotP-D91A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D91A 本研究 
MotP-D91N-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D91N 本研究 
MotP-D91K-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D91K 本研究 
MotP-R94A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_R94A 本研究 
MotP-R94E-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_R94E 本研究 
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表 2-1. 使用菌株 ( 続き ) 
菌株 遺伝子型または説明 リファレンス 
枯草菌(Bacillus subtilis)   
MotP-K95A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_K95A 本研究 
MotP-D102A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D102A 本研究 
MotP-D102N-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D102N 本研究 
MotP-D102K-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D102K 本研究 
MotP-D103A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D103A 本研究 
MotP-D103N-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D103N 本研究 
MotP-R106A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_R106A 本研究 
MotP-E107A-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_E107A 本研究 
MotP-E107Q-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_E107Q 本研究 
MotP-D110A-I  ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D110A 本研究 
MotP-D110N-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D110N 本研究 
MotP-D110K-I ΔABΔPS amyE::Pspac-motPS-MotP_D110K 本研究 
Pspac-MotP-D91A  BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D91A 本研究 
Pspac-MotP-D91N BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D91N 本研究 
Pspac-MotP-D91K BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D91K 本研究 
Pspac-MotP-R94A BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_R94A 本研究 
Pspac-MotP-R94E BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_R94E 本研究 
Pspac-MotP-K95A BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_K95A 本研究 
Pspac-MotP-D102A BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D102A 本研究 
Pspac-MotP-D102N BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D102N 本研究 
Pspac-MotP-D102K BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D102K 本研究 
Pspac-MotP-D103A BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D103A 本研究 
Pspac-MotP-D103N BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D103N 本研究 
Pspac-MotP-R106A BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_R106A 本研究 
Pspac-MotP-E107A BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_E107A 本研究 
Pspac-MotP-E107Q  BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_E107Q 本研究 
Pspac-MotP-D110A  BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D110A 本研究 
Pspac-MotP-D110N  BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D110N 本研究 
Pspac-MotP-D110K BS-la-PS amyE::Pspac-motPS-MotP_D110K 本研究 
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表 2-2. 使用プラスミド 
プラスミド 説明  リファレンス 
pGEM-7zf(+) Cloning vector; ApR  Promeg 
pMW-motAB pMW118+PmotAB-motAB from BR151MA (38) 
pMW-motPS pMW118+PmotAB-motPS from BR151MA (38) 
pGEM-AB pGEM-7(+)+PmotAB-motAB from BR151MA 本研究 
pGEM-PS pGEM-7(+)+PmotAB-motPS from BR151MA 本研究 
pAX01 lacA integration vector with EmR gene and PxylA 
promoter upstream of multiple cloning site 
(39) 
pAX-MotAB  pAX01+PmotAB-motAB from BR151MA 本研究 
pAX-MotPS pAX01+PmotAB-motPS from BR151MA 本研究 
pAX-PxylA-MotAB  pAX01+PxylA-motAB from BR151MA 本研究 
pAX-PxylA-MotPS  pAX01+PxylA-motPS from BR151MA 本研究 
pDG-AB  pDG1730+PmotAB-motAB from BR151MA (25) 
pDG-PS  pDG1730+PmotAB-motPS from BR151MA (25) 
pDR67  amyE integration vector with CmR gene and Pspac 
promoter upstream of multiple cloning site 
(40) 
pDR67motAB-A_E84A pDR67+PmotAB-motAB_E84A 本研究 
pDR67motAB-A_E84Q pDR67+PmotAB-motAB_E84Q 本研究 
pDR67motAB-A_R90A pDR67+PmotAB-motAB_R90A 本研究 
pDR67motAB-A_R90E pDR67+PmotAB-motAB_R90E 本研究 
pDR67motAB-A_R91A pDR67+PmotAB-motAB_R91A 本研究 
pDR67motAB-A_E92A pDR67+PmotAB-motAB_E92A 本研究 
pDR67motAB-A_E92Q pDR67+PmotAB-motAB_E92Q 本研究 
pDR67motAB-A_E92K pDR67+PmotAB-motAB_E92K 本研究 
pDR67motAB-A_E98A pDR67+PmotAB-motAB_E98A 本研究 
pDR67motAB-A_E98Q pDR67+PmotAB-motAB_E98Q 本研究 
pDR67motAB-A_E102A pDR67+PmotAB-motAB_E102A 本研究 
pDR67motAB-A_E102Q pDR67+PmotAB-motAB_E102Q 本研究 
pDR67motAB-A_D103A pDR67+PmotAB-motAB_D103A 本研究 
pDR67motAB-A_D103N pDR67+PmotAB-motAB_D103N 本研究 
pDR67motAB-A_D105A pDR67+PmotAB-motAB_D105A 本研究 
pDR67motAB-A_D105N pDR67+PmotAB-motAB_D105N 本研究 
pDR67motAB-A_D106A pDR67+PmotAB-motAB_D106A 本研究 
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表2-2. 使用プラスミド ( 続き ) 
プラスミド 説明  リファレンス 
pDR67motAB-A_D106N pDR67+PmotAB-motAB_D106N 本研究 
pDR67motPS-P_D91A pDR67+PmotAB-motPS-P_D91A 本研究 
pDR67motPS-P_D91N pDR67+PmotAB-motPS-P_D91N 本研究 
pDR67motPS-P_D91K pDR67+PmotAB-motPS-P_D91K 本研究 
pDR67motPS-P_R94A pDR67+PmotAB-motPS-P_R94A 本研究 
pDR67motPS-P_R94E pDR6+-PmotAB-motPS-P_R94E 本研究 
pDR67motPS-P_K95A pDR67+PmotAB-motPS-P_K95A 本研究 
pDR67motPS-P_D102A pDR67+PmotAB-motPS-P_D102A 本研究 
pDR67motPS-P_D102N pDR67+PmotAB-motPS-P_D102N 本研究 
pDR67motPS-P_D102K pDR67+PmotAB-motPS-P_D102K 本研究 
pDR67motPS-P_D103A pDR67+PmotAB-motPS-P_D103A 本研究 
pDR67-motPS-P_D103N pDR67+PmotAB-motPS-P_D103N 本研究 
pDR67motPS-P_R106A pDR67+PmotAB-motPS-P_R106A 本研究 
pDR67motPS-P_E107A pDR67+PmotAB-motPS-P_E107A 本研究 
pDR67motPS-P_E107Q pDR67+PmotAB-motPS-P_E107Q 本研究 
pDR67motPS-P_D110A pDR67+PmotAB-motPS-P_D110A 本研究 
pDR67motPS-P_D110N pDR67+PmotAB-motPS-P_D110N 本研究 
pDR67motPS-P_D110K pDR67+PmotAB-motPS-P_D110K 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E84A pDR67+Pspac-motAB_E84A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E84Q pDR67+Pspac-motAB_E84Q 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_R90A pDR67+Pspac-motAB_R90A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_R90A pDR67+Pspac-motAB_R90E 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_R91A pDR67+Pspac-motAB_R91A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E92A pDR67+Pspac-motAB_E92A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E92Q pDR67+Pspac-motAB_E92Q 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E92K pDR67+Pspac-motAB_E92K 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E98A pDR67+Pspac-motAB_E98A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E98Q pDR67+Pspac-motAB_E98Q 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E102A pDR67+Pspac-motAB_E102A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_E102Q pDR67+Pspac-motAB_E102Q 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_D103A pDR67+Pspac-motAB_D103A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_D103N pDR67+Pspac-motAB_D103N 本研究 
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表2-2. 使用プラスミド ( 続き ) 
プラスミド 説明  リファレンス 
pDR67 Pspac-motAB-A_D105A pDR67+Pspac-motAB_D105A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_d105N pDR67+Pspac-motAB_D105N 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_D106A pDR67+Pspac-motAB_D106A 本研究 
pDR67 Pspac-motAB-A_D106N pDR67+Pspac-motAB_D106N 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D91A pDR67+Pspac-motPS-P_D91A 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D91N pDR67+Pspac-motPS-P_D91N 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D91K pDR67+Pspac-motPS-P_D91K 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_R94A pDR67+Pspac-motPS-P_R94A 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_R94E pDR67+Pspac-motPS-P_R94E 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_K95A pDR67+Pspac-motPS-P_K95A 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D102A pDR67+Pspac-motPS-P_D102A 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D102N pDR67+Pspac-motPS-P_D102N 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D102K pDR67+Pspac-motPS-P_D102K 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D103A pDR67+Pspac-motPS-P_D103A 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D103N pDR67+Pspac-motPS-P_D103N 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_R106A pDR67+Pspac-motPS-P_R106A 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_E107A pDR67+Pspac-motPS-P_E107A 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_E107Q pDR67+Pspac-motPS-P_E107Q 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D110A pDR67+Pspac-motPS-P_D110A 本研究 
pDR67 Pspac-motPS-P_D110N pDR67+Pspac-motPS-P_D110N 本研究 













LB 培地(g/L)(41)  
Tryptone 10 g 
Yeast extract 5 g 
NaCl 10 g 




た 2 M マグネシウム溶液(1 M MgCl2、1 M MgSO4)を 10 ml 添加し、混合した。 
 
SOC 培地(g/L)(41) 
SOB 培地の組成に、2 M グルコースを 10 ml 添加し、混合した。 
 
STET 溶液(g/L)(41) 
Trizma-Base 6.06 g 
EDTA 18.6 g 
Sucrose 80 g 
TritonX-100 50 ml 
Trizma-Base を溶解後、6 N HCl で pH 8.0 に調整した。その後、上記の組成で試
薬を混合し、オートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。 
 
Lysozyme 溶液(g/L)(41) 
Lysozyme, from chicken Egg White 10 g 
Trizma hydrochloride 1.57 g 





SOB 培地(g/L)(41)  
Tryptone 20 g 
Yeast extract 5 g 
NaCl         0.6 g 
KCl              0.2 g 
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RF1 培地(g/L) (コンピテントセル調製用)(41) 
RbCl 12 g 
MnCl2･4H2O 9.9 g 
CaCl2･2H2O 1.5 g 
CH3COOK 4.4 g 
Glycerol 150 ml 
0.2 M の酢酸で pH 5.8 に調整し、フィルター滅菌を行った。 
 
RF2 培地(g/L) (コンピテントセル調製用)(41) 
RbCl 1.2 g 
CaCl2・2H2O 14.9 g 
MOPS 2.1 g 
Glycerol 150 ml 




             60 g 
K2HPO4 140 g 
(NH4)2SO4 20 g 
Citrate･Na･2H2O 10 g 
MgSO4 1 g 
溶解後、オートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。 
 
Spizizen I 培地(/100 ml)(42) 
10×Spizizen salt･形質転換用 10 ml  
50% Glucose 1 ml 
2% Casamino acids 1 ml 
10% Yeast extract 1 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp、Lys) 0.5 ml 
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Spizizen II 培地(42) 
Spizizen I 培地 100 ml 
0.05 M CaCl2 1 ml 




TBAB 培地(g/L)(37)  
Trypsin 10 g  
Beef extract 3 g  
NaCl 5 g  
agar 15 g  
溶解後、オートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。 
 
10×Spizizen salt･運動解析用(g/L)(42)  
KH2PO4 60 g  
K2HPO4 140 g  
(NH4)2SO4 20 g  
Citrate･H2O 11 g  
MgSO4・7H2O 1 g  
溶解後、オートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。 
Spizizen salt では通常、Citrate･Na･2H2O を使用する。運動解析用は、枯草菌の運
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0.25%軟寒天培地(/ 200 ml)(42)  
10×Spizizen salt･運動解析用 20 ml 
1 M Glucose 5 ml 
2% Casamino acids 2 ml 
10% Yeast extract 2 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp、Lys) 1 ml 
dH2O 170 ml 
Noble agar (Difco） 0.5 g 
それぞれ別々にオートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。寒天は dH2O
に混合した後、オートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。滅菌後、寒天




0.25%軟寒天培地(pH 7.0)(/ 200 ml)(42)  
10×Spizizen salt･運動解析用 20 ml 
1 M Glucose 5 ml 
2% Casamino acids 2 ml 
10% Yeast extract 2 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp、Lys) 1 ml 
4 M KOH 1 ml 
dH2O 170 ml 
Noble agar (Difco） 0.5 g 
それぞれ別々にオートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。寒天は dH2O
に混合した後、オートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。滅菌後、寒天
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Spizizen I 培地(pH 7.0) (/200 ml)(42)  
10×Spizizen salt･運動解析用 20 ml 
1 M Glucose 5 ml 
2% Casamino acids 2 ml 
10% Yeast extract 2 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp、Lys) 1 ml 
4 M KOH 1 ml 




0.1 M PMSF(g/L) (タンパク質抽出液試薬) (43)  




0.1 M NaOH(g/L) (Lowry 法試薬) (43)  
NaOH 4 g 
  
2% Na2CO3(g/L) (Lowry 法試薬) (43)  
Na2CO3 20 g 
0.1 M NaOH 溶液に溶解した。  
  
 
0.5% CuSO4・5H2O(g/L) (Lowry 法試薬) (43)  
CuSO4・5H2O 5 g 
  
1% クエン酸ソーダ(g/L) (Lowry 法試薬) (43)  
Citrate･Na･2H2O 1 g 
  
 
0.05 M Tris-HCl(pH 8.0) (g/L)( 43)  
Trizma-Base 6.1 g 
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10×TG Buffer(g/L)( 43)  
Trizma-Base 30 g 
グリシン 144 g 
  
10×TBS Buffer(g/L)( 43)  
Trizma-Base 24 g 
NaCl 292.2 g 
6 N HCl で pH 7.5 に調整した。  
 
タンパク質抽出液(43)  
100 mM PMSF 500 μl 
DNaseⅠ 600 ng 
Complete, EDTA-free(Roche) 2 錠 
50 mM Tris-HCl(pH 8.0) 50 ml 
Complete, EDTA-free(Roche)は、プロテアーゼ阻害剤として混合した。 
 
Lowry 試薬(43)  
2% Na2CO3 50 ml 
0.5% CuSO4・5H2O 1 ml 
1% クエン酸ソーダ 1 ml 
 
2×サンプル Buffer(10 ml)(43)  
0.5 M Tris-HCl(pH 6.8) 2.5 ml 
2-メルカプトエタノール 1 ml 
20% SDS(w/v) 2 ml 
スクロース 1 g 
BPB 1 mg 
BPB:ブロモフェノールブルー(Bromophenol blue) 
 
TGM Buffer(43)  
10×TG Buffer 100 ml 
メタノール 200 ml 
dH2O 700 ml 
10×TG Buffer に dH2O を加えたのち、メタノールを加えた。 
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TBS Buffer(43)  
10×TBS Buffer 100 ml 
dH2O 900 ml 
 
TTBS Buffer(43)  
TBS Buffer 999 ml 
Tween20 1 ml 
  
10% (w/v) ブロッティング溶液(43)  
TTBS Buffer 50 ml 
スキムミルク(ナカライテスク) 5 g 
保存が出来ないので、要時調製を行った。 
一次抗体溶液の場合、10%(w/v)ブロッティング溶液に抗 MotA ポリクローナル
抗体または抗 MotP ポリクローナル抗体を約 3,000 倍希釈になるように添加し
た｡二次抗体溶液の場合、5%(w/v)ブロッティング溶液にヤギ抗ウサギ IgG-HRP 
conjugated (Bio-Rad)を約 5,000 倍希釈になるように添加した｡ 
 
ウエスタンブロット解析用化学発光検出薬 
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第 2 項 実験手法 
 
1．変異導入箇所の選定 
枯草菌の野生株である BR151MA 株は 168 株の派生株であるので、168 株のゲ
ノム情報が掲載されている Subtilist(http://hioinfo.hkn.hk/SubtiList/)を利用し、固
定子のアミノ酸配列を取得した。次に NCBI Blast(protein sequence Blast) 
(http://www.ncbi.nih.gov/)を利用し、他の細菌の MotA サブユニットのアミノ酸
配列を取得した。取得した MotA サブユニットまたは MotP サブユニットのア




















表 2-3．MotA サブユニットのアライメントに使用した菌種とアクセス番号の一覧 
菌種 Accession number 
Bacillus clausii  YP_175479 
Bacillus cereus ZP_04205226 
Bacillus licheniformis  YP_078709 
Bacillus subtilis NP_389252 
Escherichia coli YP_002329532 
Oceanobacillus iheyensis  NP_693466 





菌種  サブユニット名 Accession number 
Bacillus halodurans  MotP NP_244106 
Bacillus pseudofirmus  MotP AAB_94399 
Oceanobacillus iheyensis  MotP NP_693146 
Bacillus megaterium  MotP P_46826 
Bacillus subtilis  MotP NP_390851 
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2．部位特異的変異導入固定子遺伝子 motAB と motPS のクローニング 
固定子遺伝子に対して部位特異的変異導入を PCR 反応で行うための鋳型とな
るプラスミドを作製した。pMW-motAB(38)または pMW-motPS(38)を制限酵素
BamHI-HF (New England Biolabs)で切断した。このとき、ベクターとして用いる
pGEM7(+) (Promega)も同様に制限酵素 BamHI-HF (New England Biolabs)で切断し
た。制限酵素反応は、説明書に準じて行った。各 DNA 断片を PCR purification 
kit (QIAGEN)により精製後、Quick Ligation kit (New England Biolabs)を用いて、
説明書に準じて DNA 断片の連結を行った。次に、塩化ルビジウム法(41)によっ
て製作した DH5α MCR のコンピテントセルに各反応液を添加し、形質転換を
行った。形質転換を行った細胞を最終濃度が 100 µg/ml になるようにアンピシ
リンを添加した S-Gal/LB Agar Blend (SIGMA)に塗布し、37℃で一晩静置培養を
行った。得られたコロニーから Plus SV Minipreps DNA Purification System 
(Promega)を用いてプラスミドを回収した。取得したプラスミドを pGEM-AB ま
たは pGEM-PS とした。 
選定した荷電アミノ酸残基に置換変異を導入するために pGEM-AB または
pGEM-PS を Gene Tailor 変異導入システム kit (Invitrogen)の説明書に準じてメチ
ル化を行った。次に置換変異を導入するために、メチル化した pGEM-AB また
は pGEM-PS を鋳型として PCR 反応を行った。今回 PCR 反応に使用したプラ
イマーは表 2-5 にまとめた。PCR 反応の酵素は pGEM-AB には Accu Prime Taq 
high Fidelity Polymeras (Invitrogen)、pGEM-PS には Vent DNA polymerase (New 
England Biolabs)を用いた。PCR 反応は説明書に準じて行った。サーマルサイク
ラーは、日本バイオラッドラボラトリー社の i cycler を使用した。得られた
PCR 産物を、PCR purification kit (QIAGEN)を用いて精製した。操作はキットに
添付されているプロトコールに準じて行った。次に、得られた PCR 産物をあら




し、37℃で一晩静置培養を行った。得られたコロニーから Plus SV Minipreps 
DNA Purification System (Promega)を用いてプラスミドを回収し、制限酵素を用
いて切断した。操作は説明書に準じて行った。このとき、ベクターとして用い
る pDR67 も同様の制限酵素で切断した。制限酵素反応は、説明書に準じて行っ
た。各 DNA 断片を PCR purification kit (QIAGEN)により精製後、Quick Ligation 
kit (New England Biolabs)を用いて、説明書に準じて DNA 断片の連結を行った。
次に、塩化ルビジウム法(41)によって製作した DH5α MCR のコンピテントセル
に各反応液を添加し、形質転換を行った。得られたコロニーから Plus SV 




3．野生型固定子遺伝子 motAB と motPS のクローニング 
枯草菌の H+駆動型固定子 MotAB と Na+駆動型固定子 MotPS を単独で発現し
た株を作製するために固定子遺伝子 motAB と motPS のクローニングを行った。
pGEM-AB または pGEM-PS を鋳型として PCR 反応を行った。今回 PCR 反応に
使用したプライマーは表 2-5 にまとめた。PCR 反応の酵素は Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)を用いた。PCR 反応は説明書に準
じて行った。サーマルサイクラーは、日本バイオラッドラボラトリー社の i 
cycler を使用した。得られた PCR 産物を、PCR purification kit (QIAGEN)を用い
て精製した。各遺伝子をクローニングするために制限酵素で切断した。このと
き、ベクターとして用いる pDR67 と pAX01 も同様の制限酵素で切断した。制
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限酵素反応は、説明書に準じて行った。各 DNA 断片を PCR purification kit 
(QIAGEN)により精製後、Quick Ligation kit (New England Biolabs)を用いて、説
明書に準じて DNA 断片の連結を行った。次に、塩化ルビジウム法(27)によって
製作した DH5α MCR のコンピテントセルに各反応液を添加し、形質転換を行
























Accession number and 
corresponding sequence 
BSMotA-E84A aactcattcctatgttctctgCatgggctcagct M77238(1069-1102) 
BAMotA-E84Q aactcattcctatgttctctCAatgggctcagct M77238(1069-1102) 
BSMotA-E84-R agagaacataggaatgagttcctctattgt M77238(1059-1088) 
BSMotA-R90A ctgaatgggctcagcttgcaGCGcgcgaaggtc M77238(1087-1119) 
BSMotA-R90E ctgaatgggctcagcttgcaGAGcgcgaaggtc M77238(1087-1119) 
BSMotA-R90-R tgcaagctgagcccattcagagaacatagg M77238(1077-1106) 
BSMotA-R91A aatgggctcagcttgcacgcGCcgaaggtctgct M77238(1090-1123) 
BSMotA-R91-R gcgtgcaagctgagcccattcagagaacat M77238(1080-1109) 
BSMotA-E92A gggctcagcttgcacgccgcgCaggtctgcttgc M77238(1093-1126) 
BSMotA-E92Q gggctcagcttgcacgccgcCAaggtctgcttgc M77238(1093-1126) 
BSMotA-E92K gggctcagcttgcacgccgcAAAggtctgcttgc M77238(1093-1126) 
BSMotA-E92-R gcggcgtgcaagctgagcccattcagagaa M77238(1083-1112) 
BSMotA-E98A gcgaaggtctgcttgctttagCagcaagcattg M77238(1111-1143) 
BSMotA-E98Q gcgaaggtctgcttgctttaCaagcaagcattg M77238(1111-1143) 
BSMotA-E98-R taaagcaagcagaccttcgcgggcgtgcaag M77238(1101-1130) 
BSMotA-E102A ttgctttagaagcaagcattgCCgatgtagatga M77238(1123-1156) 
BSMotA-E102Q ttgctttagaagcaagcattCaAgatgtagatga M77238(1123-1156) 
BSMotA-E102-R aatgcttgcttctaaagcaagcagaccttc M77238(1113-1142) 
BSMotA-D103A ctttagaagcaagcattgaggCtgtagatgatgc M77238(1126-1159) 
BSMotA-D103N ctttagaagcaagcattgagAatgtagatgatgc M77238(1126-1159) 
BSMotA-D103-R ctcaatgcttgcttctaaagcaagcagacc M77238(1116-1145) 
BSMotA-D105A aagcaagcattgaggatgtagCtgatgctttctt M77238(1132-1165) 
BSMotA-D105N aagcaagcattgaggatgtaAatgatgctttctt M77238(1132-1165) 
BSMotA-D105-R tacatcctcaatgcttgcttctaaagcaag M77238(1122-1151) 
BSMotA-D106A caagcattgaggatgtagatgCtgctttcttgaa M77238(1135-1168) 
BSMotA-D106N caagcattgaggatgtagatAatgctttcttgaa M77238(1135-1168) 
BSMotA-D106-R atctacatcctcaatgcttgcttctaaagc M77238(1125-1154) 
変異導入箇所を大文字で示した。マイナス鎖のプライマーは Accession number に下線で
示した。 
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表 2-5．PCR 反応に使用したプライマーのヌクレオチド配列 ( 続き ) 
Primer sequence(5'→3') 
Accession number and 
corresponding sequence 
BSMotP-D91A aaacctttgtttccctttccgCAcacgcgcgaaa L17309(281-314) 
BSMotP-D91N aaacctttgtttccctttccAACcacgcgcgaaa L17309(281-314) 
BSMotP-D91K aaacctttgtttccctttccAAAcacgcgcgaaa L17309(281-314) 
BSMotP-D91-R ggaaagggaaacaaaggttttcacaagatc L17309(271-300) 
BSMotP-R94A gtttccctttccgatcacgcgGCAaaacacgggctt L17309(289-324) 
BSMotP-R94E gtttccctttccgatcacgcgGAAaaacacgggc L17309(289-324) 
BSMotP-R94-R cgcgtgatcggaaagggaaacaaaggtttt L17309(280-309) 
BSMotP-K95A ccctttccgatcacgcgcgaGCacacgggctttt L17309(293-329) 
BSMotP-K95-R tcgcgcgtgatcggaaagggaaacaaaggt L17309(283-312) 
BSMotP-D102A aaacacgggcttttatcattgGCTgatcaggctc L17309(313-346) 
BSMotP-D102N aacacgggcttttatcattgAACgatcaggctcg L17309(313-346) 
BSMotP-D102K aaacacgggcttttatcattgAAAgatcaggctc L17309(313-346) 
BSMotP-D102-R caatgataaaagcccgtgttttcgcgcgtg L17309(304-333) 
BSMotP-D103A acgggcttttatcattggatgCtcaggctcggga L17309(317-350) 
BSMotP-D103N acgggcttttatcattggatAACcaggctcggga L17309(317-350) 
BSMotP-D103-R atccaatgataaaagcccgtgttttcgcgc L17309(307-336) 
BSMotP-R106A tatcattggatgatcaggctGCggaaatcaaaga L17309(326-359) 
BSMotP-R106-R agcctgatcatccaatgataaagcccgtg L17309(316-345) 
BSMotP-E107A tcattggatgatcaggctcgggCAAtcaaagatcc L17309(329-362) 
BSMotP-E107Q cattggatgatcaggctcggCaGatcaaagcrcc L17309(329-362) 
BSMotP-E107-R gggcttttatcattggatgatcaggctcggg L17309(319-349) 
BSMotP-D110A atcaggctcgggaaatcaaagCtccattcttgaa L17309(338-371) 
BSMotP-D110N atcaggctcgggaaatcaaaAaCccattcttgaa L17309(338-371) 
BSMotP-D110K atcaggctcgggaaatcaaaAAAccattcttgaa L17309(338-371) 
BSMotP-D110-R ttgatttcccgagcctgatcatccaatga L17309(328-356) 
変異導入箇所を大文字で示した。マイナス鎖のプライマーは Accession number に下
線で示した。 
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表 2-5．PCR 反応に使用したプライマーのヌクレオチド配列 ( 続き ) 
Primer sequence(5'→3') 
Accession number and 
corresponding sequence 
B.S motAB BamHI(F) cctaaagttccgGGAtccaaaaccg M77238(770-794) 
B.S motPS BamHI(F) cgacatatgatatcGGatCCgttgcgatg AF008220 (134834-134862) 
B.S motAB XmaI cctaaagtCcCGgGcaccaaaacc M77238(771-795) 
B.S motPS XmaI gaataaagaCCCGggtgaagagcatatcg AF008220(134943-134971) 
B.S motAB-sac2-R ggtagagatgtCcgCGGaaatg M77238(2495-2516) 
B.S motPS-sac2-R gcattatcCGcgGtacgttctgaac AF008220(136585-136609) 
変異導入箇所を大文字、制限酵素部位は赤字で示した。マイナス鎖のプライマーは






















体は pDR67 シリーズ(図 2-1)の場合は LB Cm5培地、pAX01 シリーズは LB Erm1
培地に塗布し、37℃で一晩培養した。次に pDR67 シリーズから得られたコロニ
ーを 0.5%の可溶性デンプンを含む LB 培地に植菌し、デンプン分解能の有無を
確認し、デンプン分解能を失った株を選択した。pAX01 シリーズ(図 2-2)から






したコロニーを 0.25%軟寒天培地に植菌し、30℃で 16 時間培養した。その後、
コロニーの外側を、TBAB 培地に植菌し、30℃で一晩静置培養し、単コロニー分
離を行った。分離したコロニーを 0.25%軟寒天培地(pH 7.0)に爪楊枝を用いて植





 各菌株を適当な抗生物質を含む LB 培地に植菌し、単コロニー分離した。分
離したコロニーを 0.25%軟寒天培地に植菌し、30℃で 16 時間培養した。その
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後、コロニーの外側を、TBAB 培地に植菌し、30℃で一晩静置培養し、単コロ
ニー分離を行った。分離したコロニーを 2 ml の Spizizen I 培地(pH 7.0)に植菌
し、30℃、200 rpm で一晩培養した。50 ml の Spizizen I 培地(pH 7.0)に培養液が
1%になるように植菌し、30℃、200 rpm で約 6 時間(OD600≒0.5)培養した。その
後、暗視野顕微鏡(Leica DMLB100)で観察し、動画を保存した。保存した動画
を 2D movement measurement capture 2D-PTV software (Digimo)を用いて 1 秒当た




 枯草菌変異株の固定子の膜画分への発現量を検討するために、抗 MotA およ
び抗 MotP ポリクローナル抗体を用いてウエスタンブロット解析を行った。各
菌株を 2 ml の Spizizen I 培地(pH 7.0)に植菌し、30℃、200 rpm で一晩培養を行
った。200 ml の Spizizen I 培地(pH 7.0)に培養液が 1%になるように植菌し、
30℃、200 rpm で培養を行った。OD600が 1.5 に達した後、9,000 rpm、4℃で 20
分間遠心分離を行った。その後、上清を取り除き、ペレットを 50 ml の 0.05 M 
Tris-HCl(pH 8.0)の緩衝液に懸濁し、10 秒程ブレンダー (Labo Milser LM-PLUS, 
大阪ケミカル社)で処理することでべん毛繊維を剪断し、9,000 rpm、4℃で 20
分間遠心分離を行った。上清を取り除いた後、再び 50 ml の 0.05 M Tris-HCl(pH 
8.0)に懸濁し、9,000 rpm、4℃で 20 分間遠心分離を行った。その後、20 ml のタ
ンパク質抽出液でペレットを懸濁した。懸濁液を高圧連続ホモジェナイザー 
(EmulsiFlex-C3, AVESTIN 社)を用いて 18,000 psi の圧力により細胞破砕を行っ
た。細胞破砕後、8,000 rpm、4℃で 20 分間遠心分離を行った。遠心分離後、上
清を Beckman Ti 74 ローターで 40,000 rpm、4℃で 90 分間遠心分離を行い、ペ
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レットを 200 μl の 0.05 M Tris-HCl(pH 8.0)に懸濁し、ホモジェナイザーを用いて
溶解した。Lowry 法(43)により、タンパク質の定量を行った。 
 次に、CrilterionTM TGX TM10%プレキャストポリアクリルアミドゲル (Bio-
Rad)を用いて、電気泳動を行った。各サンプル 30 μg 分を 2×サンプル Buffer に
溶解して用いた。泳動の電圧は、100 V で行った。なお、分子量マーカーは
Precision Plus Protein Standard Dual color (Bio-Rad)を 5 μl 使用した。 
 次に、電気泳動後のゲルからタンパクをニトロセルロースメンブレン (Bio-
Rad)に転写する作業を行った(43)。スポンジ 2 枚と厚紙 2 枚を冷えた TGM Buffer
に浸しておいた。通電方向がマイナスからプラスなるように、マイナス側から
スポンジ、厚紙、ゲル、ニトロセルロースメンブレン、厚紙、スポンジの順に
空気が入らないように組み立てた。冷やした TGM Buffer でタンク内を満た
し、15 V で 12 時間転写を行った。 
 最後に、免疫学的検出法により膜画分における MotA サブユニットまたは
MotP サブユニットタンパク質の検出を行った(43)。プラスチック容器に転写した
メンブレンを入れ、イオン交換水で洗浄し、ポンソーS 溶液 (Novagen)を 10 ml
入れ、1 分間振盪し、軽くイオン交換水で洗浄後、染色結果をスキャナーで画像
として保存した。その後、10%(w/v)ブロッキング溶液を 50 ml 程加え 2 時間振盪
した。2 時間後、TTBS Buffer で 30 分間洗浄し、一度イオン交換水で洗った後、
さらに TTBS Buffer で 5 分間洗浄した。一次抗体溶液(3,000 倍希釈した抗 MotA
ポリクローナル抗体または抗 MotP ポリクローナル抗体)を 50 ml 加え 2 時間反
応させた。2 時間後、TTBS Buffer で 30 分間洗浄し一度イオン交換水で洗浄し、
さらに TTBS Buffer で 5 分間洗浄した。次に二次抗体溶液(3,000 倍希釈したヤギ
抗ウサギ IgG-HRP conjugated (Bio-Rad))を 50 ml 加えて 1 時間反応させた。1 時
間後、TTBS Buffer で 15 分間 2 回洗浄した。さらに、TBS Buffre で 5 分間 2 回
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洗浄した。その後、ウエスタンブロット解析用化学発光検出薬であるECL Western 
Blotting Detection Kit (GE ヘルスケアジャパン)を 1 ml 用いてメンブレン上で 1
分間反応させた。検出器として ChemiDoc XRS Plus(Bio-Rad)を使用し、露光時間
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図 2-1. amyE 領域による枯草菌染色体上への相同組み換え模式図 
ycgB : 枯草菌機能未同定遺伝子、amyE : α-アミラーゼをコードする遺伝子、
AmpR (E. coli) : 大腸菌で機能するアンピシリン耐性遺伝子、ori : 大腸菌複製開
始点、cat (B. subtilis) : 枯草菌で機能するクロラムフェニコール耐性遺伝子、
Pspac-1: IPTG 誘導プロモーター、polylinker : マルチクローニングサイト、PpenP : 
ペニシリナーゼ誘導プロモーター、lacI : lac リプレッサーをコードする遺伝子 
枯草菌内に部位特異的変異導入を行った固定子遺伝子を発現させるために
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図 2-2. lacA 領域による枯草菌染色体上への相同組み換え模式図 
yvfO : 枯草菌機能未知同定遺伝子、yyfM : 枯草菌機能未知同定遺伝子、lacA : 
ガラクトシドアセチルトランスフェラーゼをコードする遺伝子、AmpR (E.coli): 
大腸菌で機能するアンピシリン耐性遺伝子、ori : 大腸菌複製開始点、xylR : キ
シロースプロモーターの転写抑制遺伝子、PxylA : キシロース誘導プロモータ
ー、erm (B. subtilis) : 枯草菌で機能するエリスロマイシン耐性遺伝子 
枯草菌内に部位特異的変異導入を行った固定子遺伝子を発現させるために












の MotA サブユニットの 2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間の細胞質ループ内に
存在する 90 番目のアルギニン残基と 98 番目のグルタミン酸残基が運動性に重
要であり、回転子構成タンパク質 FliG の C 末端領域の荷電アミノ酸残基と静
電的相互作用により駆動力が発生すると提唱されている(10)。また、固定子の
MotA の R90 と E98 は他の細菌の固定子間においても高度に保存されている 
(図 2-3、図 2-5)。 
本研究では、枯草菌が持つ異なる 2 種類の固定子 H+駆動型 MotA サブユニッ
トと Na+駆動型 MotP サブユニットの細胞質ループ内にある荷電アミノ酸残基
が運動性に寄与しているのか検討するためにまず変異箇所の選定を行った。枯
草菌と大腸菌、Bacillus clausii、 Bacillus cereus、Bacillus licheniformis、
Oceanobacillus iheyansis、Salmonella enterica serovar Typhimurium の MotA サブユ
ニットのアミノ酸配列を用いて配列比較を行った (図 2-3 )。 その結果、枯草
菌の MotA サブユニットでは R90 と E98 が高度に保存されていた(図 2-3 )。枯
草菌と Bacillus halodurans 、Bacillus pseudfirmus 、Oceanobacillus iheyensis、 
Bacillus megaterium の MotP サブユニットと Vibrio alginolyticus の PomA サブユ
ニットのアミノ酸配列を用いて配列比較を行った(図 2-5)。その結果、枯草菌の

















E98、E102、D103、D105、D106)(図 2-4)に 18 種の変異株を構築した。また、
MotP サブユニットは、8 か所の荷電アミノ酸残基(D91、R94、K95、D102、


















図 2-3．MotA サブユニットの 2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間の細胞質内ルー
プの変異導入箇所近傍のアミノ酸配列アライメント結果 
BCI : Bacillus clausii、BC : Bacillus cereus、BL : Bacillus licheniformis、 
BS : Bacillus subtilis、EC : Escherichia coli、OI : Oceanobacillus iheyensis、 
ST : Salmonella enterica serovar Typhimurium  













図 2-4. 枯草菌の MotA サブユニットにおける変異導入荷電アミノ酸残基部位 
H+駆動型固定子構成タンパク質 MotA の 2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間に
存在する細胞質内ループにある荷電アミノ酸残基を選定し、変異導入箇所を決













図 2-5．MotP サブユニットの 2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間の細胞質内ルー
プの変異導入箇所近傍のアミノ酸配列アライメント結果 
BH : Bacillus halodurans、BP : Bacillus pseudofirmus、Oi : Oceanobacillus 
iheyensis、BM : Bacillus megaterium、BS : Bacillus subtilis、VA : Vibrio 
alginolyticus、 
枯草菌の MotP サブユニットと他の細菌の固定子サブユニットのアミノ酸配














図 2-6. 枯草菌の MotP サブユニットにおける変異導入荷電アミノ酸残基部位 
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2．変異型 MotA サブユニットと MotP サブユニットが発現した変異株の軟寒天
培地上での運動性試験 
 構築した部位特異的変異株の運動性を軟寒天培地(pH 7.0)で調べた(表 2-6)。
大腸菌の MotA サブユニットの運動性に重要な R90 をアラニン残基に置換した




基や 102 番目のグルタミン酸残基の変異株は野生株 BS-AB と運動性を比較する
と MotA-E98A が 34%、MotA-E102A が 45%、MotA-E102Q が 43%に運動性が低
下していた(表 2-6A)。 
 MotP 変異株では、MotP-D102A と MotP-D110N で運動性を確認できなかっ
た。また、保存性の高い 94 番目のアルギニン残基の変異株は野生株 BS-PS と
運動性を比較すると MotP-R94A が 33%、MotP-R94E が 11%に運動性が低下し
ていた。それ以外の荷電アミノ酸残基の変異体も野生型 MotPS 株と運動性を比
較すると MotP-D91K が 18%、MotP-K95A が 38%、MotP-D102K が 31%まで運
動性が低下していた。110 番目のアスパラギン酸残基をアスパラギン残基に置
換した MotP-D110N で運動性を観察できなかった。この結果から、逆の荷電を
持つリジン残基に置換した MotP-D110K を構築した。しかし、MotP-D110K に
おける運動性は野生型 MotPS 株の 72%の運動性であった。91 番目のアスパラ
ギン酸残基では、今回示した 30℃で行った運動性試験では運動性への影響が小
さい。しかし、37℃で運動性試験を行うと MotP-D91A は BS-PS の 25%まで運
動性が低下したことから逆の電荷を持つリジン残基に置換した MotP-D91K を
構築した(表 2-6B)。 
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 MotA サブユニットと MotP サブユニットの細胞質ループ内の荷電アミノ酸残
基おける部位特異的変異株の運動性試験の結果、MotA サブユニットでは
R90、E98 と E102、MotP サブユニットでは D91、R94、K95、D102 が運動性に
寄与している荷電アミノ酸残基であると示唆された。 
MotA サブユニットの 92 番目のグルタミン酸残基で構築した変異体の運動性
試験では、MotA-E92Q や MotA-E92K で運動性に影響が見られた。しかし、
MotA-E92A は BS-AB の 81%の運動性を保持していた。これらの結果から、
MotA サブユニットの 92 番目のグルタミン酸残基の電荷が運動性に重要でない
ことが示唆された。また、MotP サブユニットの 110 番目のアスパラギン酸残
基は、逆の荷電アミノ酸残基に置換した MotP-D110K は BS-PS の 72%の運動性




3．変異型 MotA サブユニットと MotP サブユニットが発現した変異株の 
液体培地中での遊泳解析 
 構築した部位特異的変異株の液体培地中(SpizizenI 培地(pH 7.0))での遊泳速度
を解析した(表 2-6)。野生型である BS-AB の遊泳速度は 17.4 ± 3.3 μm/s、BS-PS
の遊泳速度は、30℃の時に 1.3 ± 0.3 μm/s、37℃の時に 2.1 ± 0.4 μm/s であった。
MotA 変異株では、MotA-R90A、MotA-R90E、MotA-E92Q、MotA-E92K で遊泳を
観察することができなかった。また、BS-AB と比較して MotA-E98A は 41%、
MotA-E98Q は 51%, MotA-E102A は 55%、MotA-E102Q は 57%まで遊泳速度が低
下していた。MotP 変異株では、MotP-D91K、MotP-R94E、MotP-D102A、MotP-
D110N で遊泳を観察することができなかった。また、BS-PS と比較して MotP-
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MotA サブユニットまたは MotP サブユニットの発現量の検討を行った。 
 野生株と変異株の MotA サブユニットにおける発現量を検討した結果、




 野生株と変異株の MotP サブユニットにおける発現量を検討した結果、MotP-
D102A と MotP-D110N で MotP サブユニットのシグナルを検出することが出来
なかった。また、MotP-D91A、MotP-D91K、MotP-R94A、MotP-D102K の MotP
の発現量は野生株と比較してそれぞれ、8.0%、5.0%、25%、41%まで低下して
いた (図 2-8 ) 。 
これらの変異体の MotA または MotP の発現量が低下した要因は、変異によ
って固定子が不安定化して安定的に膜に発現出来なくなったためではないかと
推察した。 
 ウエスタンブロット法による MotA サブユニットまたは MotP サブユニット
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の発現量の検討結果と変異株における運動性試験の結果を比較すると、運動性




E102Q、MotP サブユニットの MotP-K95A と MotP-E107A の運動性は野生型と
比較すると約 50%程度に低下していた (図 2-7、図 2-8)。しかし、固定子の発現
量は野生型と比較すると MotA サブユニットの MotA-E102Q で 77%、MotP サ
ブユニットの MotP-K95A で 101%、MotP-E107A で 78%まで発現量を保持して
いた。これらの結果から、MotA サブユニットの E102、MotP サブユニットの
K95 と E107 が運動性に重要な役割を果たしている荷電アミノ酸残基であるこ
と可能性が示唆された。 


















図 2-7．抗 MotA 抗体を用いた膜画分における MotA 検出の結果 







図 2-8．抗 MotP 抗体を用いた膜画分における MotP 検出結果 










BS-AB 株または BS-PS 株を野生株として運動性と固定子の発現量の関係性を検






しても変化しなかった(図 2-9)。以上のことから、H+駆動型固定子 MotAB は、
野生型 MotAB の運動性を示すためには motAB プロモーターで発現した野生型
MotAB と同等の MotAB の発現量が必要であり、それ以上の MotAB の発現は運
動性に影響しないと考えられた。 
Na+駆動型固定子 MotPS でも MotAB 同様にキシロースを 1%まで徐々に添加
していくと運動性、固定子の発現量共に直線的な増加が観察された。キシロー
スを 1%添加すると motAB プロモーターで発現した野生型 MotPS と比較して運
動性 は 89% 、発現量 は 93% とほぼ同様の値を示した(図 2-9)。MotPS にお
いては、2%のキシロースを添加すると MotP の発現量は 78%、3%で 70%、4%
まで添加すると 57%まで motAB プロモーターで発現した野生型 MotPS の発現
量よりも減少していた。しかし、発現量が減少しているにも関わらず運動性は
motAB プロモーターによって発現した野生型 MotPS と同様の運動性を示した。
キシロース誘導プロモーターで発現させた MotPS がキシロースを 1%以上添加
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すると MotPS の発現量が減少しているように観察された。その要因として、キ










と MotP サブユニットの D91A の運動性は固定子の発現量に依存していなかっ
た。この要因として、ウエスタンブロット法による固定子の発現量の検討結果
が固定子の発現量を過小評価しているためだと考えた。その為に、MotA サブ
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6．野生型の運動性上の変異型 MotAB 複合体または変異型 MotPS 複合体におけ
るドミナント-ネガティブ効果 
 変異型固定子が基部体内に取り込まれ、機能しているのか観察するために野
生型固定子が発現する株 (BS-la-AB または BS-la-PS )に変異型 MotA サブユニ






た MotA サブユニットの MotA-R90A、MotA-R90E、MotA-E92Q、MotA-E92K、
MotP サブユニットの MotP-D102A、MotP-D102K、MotP-D110N は野生型と同
様の運動性が観察されたことから、変異型固定子におけるドミナント‐ネガテ
ィブ効果が観察されなかった(表 2-6)。 
運動性が固定子の発現量に依存していなかった MotA サブユニットの MotA-
E92A においてはドミナント-ネガティブ効果が観察できたことから基部体内に
取り込まれていると結論づけた(表 2-6)。しかし、運動性が固定子の発現量に依
存していなかった MotP サブユニットの MotP-D91A はドミナント-ネガティブ
効果を観察することが出来なかった。MotP サブユニットの 91 番目のアスパラ
ギン酸残基の変異体である MotP-D91A と MotP-D91N は 37℃で運動性試験を行
うと 30℃の時よりも低い運動性を示した(表 2-6)。また、MotP-D91A の MotP
サブユニットの発現量の検討を 37℃で行うと MotP サブユニットのシグナルを
観察することができなかった。これらの結果から、MotP サブユニットの 91 番
目のアスパラギン酸残基に変異を導入するとタンパク質の安定化が極端に低下
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表 2-6．固定子変異体解析結果一覧 
(A) MotA サブユニット 
 
(B-1) MotP サブユニット 
 
Motilty ratio ( % ) swinuning speed 
Membrane expression 
Strall Categolγ level (%) Dominance 
(30 OC) (%) (30 OC) 
MotA 
~AB~PS Negavite control 0.0土 0.0(inun) 0.0土 0.0(inull) o.o:t 0.0 1.0 :t 0.01 
~otA strain 
Wildtyp邑 Positive contJOl 100.0:t 4.4 100.0:t 3.3 100.0 :t 8.9 1.00:t 0.09 
E84 
A NoetIect 90.8:t 7.3 7.0士 4.0 107士 5.0 0.91:t0.14 
Q Noeffect 105.0:t 3.0 99.3:t 2.1 83.8:!: 9.6 1.05:t 0.07 
R90 
A Melllbrane level 0.0土 0.3(inul) 0.0土 0.0(inun) 7.3:t 0.1 1.14:t 0.01 
E Membrane level O.O:! 0.6 (inul) O.O:!: 0.0 (inul) 8.0:t 1.1 0.92 :t 0.01 
R91 A Noeffect 85.2 :t 2.1 100.5:t 3.1 80.4 :!: 2.1 0.98:t 0.04 
A Mellbrane level 80.6:t 4.0 100.7:t 2.0 8.2:t0.7 0.80:t 0.08 
E92 Q Melllbrane level 0.0土 0.6(inul) O.O:! 0.0 (inull) 0.92 :t 0.01 
K Membrane level 0.0士0.2(inul) 0.0士0.0(inul) 18.8:!: 0.4 0.90士 0.01
E98 
A Funchon 33.6 :t 3.4 40.8:t 2.5 59.5:!: 1.5 O. -2 :t 0.0-
Q Function 63.7:t2.3 51.1 :t 0.1 93.2 :!: 5.0 O. -9 :t 0.05 
EI02 
A FUJlction 45.3 :t 5.- 54.5 :t 1.2 22.2:!: 2.1 0.6-:t 0.01 
Q FunctlOn 42.8:t 5.1 57.0:t5.7 7.2 :!: 2.5 0.81 :t 0.10 
DI03 
A Noeffect i6.7 :t 6.2 70.7:t 6.2 59.8:!: 6.0 0.96:t 0.12 
N Noefect 87.2 :t 4.0 100.4 :t 0.4 98.1 :!: 3.2 1.08:t 0.08 
DI05 
A Noefect 87.0:t l.i 69.8:t 4.3 57.8:!: 1.3 0.96:t 0.03 
N Noefect 81.4:t 5.1 66.1 :t 1.9 126.6 :t 4.5 0.99:t 0.10 
DI06 
A Noeflect 79.0:t 3.9 76.1 :t 2.3 48.2 :!: 3.6 0.89:t 0.07 
N Noeffect 87.8:t 3.2 99.6:t 0.9 82.2 :!: 3.9 0.90:t 0.06 
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(B-2) MotP サブユニット 
 
Category : Membrane level, 固定子構造の安定化 : Function, モーター機能へ関与 
Motility ratio : 軟寒天培地上における運動性試験。(A)BS-AB、(B)BS-PS(野生型)を 100 とした時
の割合。培養条件は、0.25%軟寒天培地(pH 7.0)で 30℃、16 時間静置培養した。変異株の運動性
が BS-AB または BS-PS(野生型)の 50%以下の場合、黄色で示した。また、運動性を示さなかっ
た場合、灰色で示した。 
(imm) : 非運動性 
Swimming speed : 液体培地中での遊泳速度。(A)BS-AB、(B)BS-PS(野生型)を 100 とした時の割
合。変異株の遊泳速度が BS-AB または BS-PS(野生型)の 50%以下の場合、黄色で示した。ま
た、運動性を示さなかった場合、灰色で示した。 
Membrane expression level (A) 抗 MotA 抗体、(B)抗 MotP 抗体を用いたウエスタンブロット解析
による MotA サブユニットまたは MotP サブユニットの発現量。(A)BS-AB、(B)BS-PS(野生型)を
100 とした時の割合。変異株の発現強度が BS-AB または BS-PS (野生型)の 50%以下の場合、オ
レンジ色で示した。また、シグナルが観察できなかった場合、濃灰色で示した。Dominance : 野
生型固定子(A)MotAB、(B)MotPS の運動性に対する変異型固定子のドミナント-ネガティブ効
果。野生型固定子発現株に IPTG 誘導発現固定子を発現させた株((A)Pspac-AB-WT、(B) Pspac-PS-
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せた株の場合と比較して MotA-E102 と MotP-E107 において作製した変異株以
外では、ほぼ同様の割合の運動性を示した(表 2-7、表 2-8)。MotA-E102A や
MotA-E102Q の運動性は、固定子を強発現させていない時は(表 2-6A)、それぞ
れ 45%、43%であったが、固定子を強発現させた時は 60%、108%であった。ま
た、MotP-E107A や MotP-E107Q の運動性は、固定子を強発現させていない時
は(表 2-6B)、それぞれ 44%、78%であったが、固定子を強発現させた時は
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表 2-7．H+駆動型 MotA 変異固定子を強発現した株の軟寒天運動性試験と固定子の発現量 
MotA 変異株   IPTG 誘導 
    運動性(軟寒天) ( % )  固定子発現量 ( % ) 
Wild type MotAB   100 100 
E84 
A 91.4 72.5 
Q 104.7 105.2 
R90 
A 11.7 86.6 
E 4.4 86.3 
R91 A 86.1 87.0 
E92 
A 88.6 73.3 
Q 7.1 87.6 
K 5.3 103.0 
E98 
A 37.4 109.2 
Q 65.8 113.7 
E102 
A 60.3 81.2 
Q 108.8 101.4 
D103 
A 78.0 75.6 
N 88.0 85.0 
D105 
A 87.8 70.8 
N 82.5 119.8 
D106 
A 80.2 68.9 
N 88.5 82.2 
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表 2-8．Na+駆動型 MotP 変異固定子を強発現した株の軟寒天運動性試験と固定子の発現量 
MotP 変異株   IPTG 誘導 
    運動性(軟寒天) ( % )  固定子発現量 ( % ) 
Wild type MotPS 100.0 100.0 
D91 
A 60.0 87.4 
N 115.6 114.8 
K 27.7 87.1 
R94 
A 40.8 97.4 
E 21.7 95.9 
K95 A 45.3 103.9 
D102 
A 8.6 74.0 
N 96.7 110.1 
K 38.8 88.4 
D103 
A 96.1 83.9 
N 83.0 86.7 
R106 A 113.1 158.3 
E107 
A 81.4 102.3 
Q 91.0 81.9 
D110 
A 94.8 113.1 
N 10.0 69.7 
K 75.0 87.1 













本章では、枯草菌べん毛モーターH+駆動型固定子 MotAB および Na+駆動型
固定子 MotPS に導入した変異に基づいて運動性に重要なアミノ酸残基の特定を
行った。 
MotA-E98 と MotP-R94 は他の細菌間においても固定子に高度に保存されてい
た。MotA-E98 と MotP-R94 の変異導入株の運動性試験やウエスタンブロット解
析による固定子の発現量、ドミナント-ネガティブ効果における運動性の結果か
ら MotA-E98 と MotP-R94 は、べん毛モーターの駆動力の発生に直接的に関与
していることが示唆された。また、MotP-R94 は MotP サブユニットの安定性に









のことから、MotA-R90 は MotAB の構造の安定化に寄与していることが示唆さ
れた。MotA-E92 の変異体は運動性の低下は引き起こさなかった。しかし、
MotA-E92A、MotA-E92Q、MotA-E92K の MotA サブユニットの発現量が顕著に
低下していることから、MotA-E92 は構造の安定化に重要であると推定した。
MotP-D91 と MotP-D102 はアラニン残基またはリジン残基に置換した変異体の










込むために FliG の C 末端領域の荷電アミノ酸残基と静電的相互作用をしてい
ることを示唆していた。本研究においても枯草菌の変異型固定子の強発現株を
構築し、IPTG 誘導によって変異型固定子を強発現させた株の運動性への影響
を検証した結果、MotA-E102 と MotP-E107 において構築した変異株において運




MotP サブユニットの 2 番目と 3 番目の膜貫通領域間の荷電アミノ酸残基と回
転子 FliG サブユニットの C 末端領域に保存された荷電アミノ酸残基間での静
電的相互作用に依存している可能性が示唆された。モーターの回転に重要であ
ると同定した荷電アミノ酸残基の電荷が、H+駆動型はマイナス(E98)、Na+駆動
型はプラス(R94、K95)であった。このことから、1 つの回転子 FliG に対して 2
種類の固定子を持つ枯草菌のべん毛モーターは、H+駆動型と Na+駆動型で相互
作用部位を区別している可能性が示唆された。 
V. alginolyticus の Na+駆動型べん毛モーター固定子 PomAB の PomA サブユニ
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ットと回転子構成タンパク質 FliG 間における静電的相互作用には PomA サブユ
ニットと FliG の多くの荷電アミノ酸残基が必要となる。このことから、MotA
サブユニットと FliG 間の静電的相互作用と比較して複雑であることが報告され
ている(35)。一方、枯草菌の Na+駆動型固定子 MotPS は回転子との静電的相互作
用に多くの荷電アミノ酸残基を必要としていない。 






























の軟寒天培地上で運動性(野生型の 8%程度)を示す(13)。また、大腸菌の MotB サ
ブユニットの膜貫通領域の 32 番目のアスパラギン酸残基は、これまで研究が
行われている全ての固定子において同様の箇所で絶対に保存されている。これ
らの結果から、MotB サブユニットの 32 番目のアスパラギン酸残基は、運動性
に重要な荷電アミノ酸残基であり、共役イオン結合部位であると提唱された
(13)。 
本研究の研究対象である枯草菌は、H+駆動型固定子 MotAB の MotB サブユ
ニットの 24 番目(MotB-D24)、Na+駆動型固定子 MotPS の MotS サブユニットの
30 番目(MotS-D30)にアスパラギン酸残基が保存されている。しかし、枯草菌の












が取得された。取得した運動性向上株において、motAB または motPS 遺伝子領
域のシークエンス解析により変異箇所の同定を行った。その結果、MotB-
D24Eup では、MotB サブユニットの 181 番目のスレオニン残基がアラニン残基
に置換(act→gct)されていた。また、MotS-D30Eup では取得した株において






















本研究で使用した菌株を表 3-1 に、使用したプラスミドを表 3-2 に示した。 
大腸菌の培養には LB 培地を使用した。大腸菌形質転換体の培養には LB Amp100
培地を使用した。枯草菌の培養には LB 培地または Spizizen 培地を使用した。抗
生物質は、Cm5を添加した。軟寒天培地を用いた運動性試験には、Spizizen 培地
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表 3-1. 使用菌株 
菌株 遺伝子型または説明 リファレンス 
大腸菌(Escherichia coli)   
DH5α MCR F- mcrAΔ1 (mrr-hsd RMS-mcrBC) Φ80dlacZ 
Δ(lacZYAargF) U169 deoR recA1 endA1 supE44 λthi-1 
gyr-496 relA1 
Stratagene 
   
枯草菌(Bacillus subtilis)   
BR151MA lys3 tripC2 ( wild type ) (37) 
ΔABΔPS BR151MA ΔmotAB ΔmotPS (44) 
MotAB ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB  (44) 
MotPS ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS  (44) 
MotB-D24A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotB-D24A (44) 
MotB-D24N ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotB-D24N (44) 
MotB-D24E ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotB-D24E (44) 
MotB-D24E-up spontaneous up-motile variant from MotB-D24E (44) 
MotB-D24E/T181A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB  
(MotB-D24E, MotB-T181A) 
(44) 
MotB-T181A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motAB-MotB-T181A 本研究 
MotS-D30A ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotS-D30A (44) 
MotS-D30N ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotS-D30N (44) 
MotS-D30E ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS-MotS-D30E (44) 
MotS-D30E-up1 spontaneous up-motile variant from MotS-D30E (44) 
MotS-D30E-up2 spontaneous up-motile variant from MotS-D30E (44) 
MotS-D30E-up3 spontaneous up-motile variant from MotS-D30E (44) 
MotS-D30E-up4 spontaneous up-motile variant from MotS-D30E (44) 
MotP-L172P/MotS-D30E ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS  
(MotP-L172P, MotS-D30E) 
(44) 
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表 3-2. 使用プラスミド 
プラスミド 説明  リファレンス 
pDR67-motB-T181A pDR67＋PmotAB-motAB-motB-T181A (44) 


























第二章 第二節 第一項参照 
10×Spizizen salt･運動解析用 
第二章 第二節 第一項参照 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0) 
第二章 第二節 第一項参照 
 
0.25%軟寒天培地(pH 8.0)(/ 200 ml)  
10×Spizizen salt･運動解析用 20 ml 
1 M Glucose 5 ml 
2% Casamino acids 2 ml 
10% Yeast extract 2 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp、Lys) 1 ml 
4 M KOH 3 ml 
dH2O 170 ml 
Noble agar (Difco） 0.5 g 
溶解後、別々にオートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。寒天は dH2O
に混合した後にオートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。滅菌後、寒天







  84 
 
0.25%軟寒天培地(pH 8.0、200 mM NaCl)(/ 200 ml)  
10×Spizizen salt･運動解析用 20 ml 
1 M Glucose 5 ml 
2% Casamino acids 2 ml 
10% Yeast extract 2 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp、Lys) 1 ml 
5 M NaCl 8 ml 
4 M KOH 3 ml 
dH2O 160 ml 
Noble agar (Difco） 0.5 g 
溶解後、別々にオートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。寒天は dH2O
に混合した後にオートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。滅菌後、寒天
が含まれている dH2O に上記の組成で試薬を混合した。 
0.25%軟寒天培地(pH 8.0、200 mM NaCl)は運動性試験に用いた。 
 
Spizizen I 培地(pH 7.0) 
第二章 第二節 第一項参照 
 
Spizizen I 培地(pH 8.0)(/ 200 ml)  
10×Spizizen salt･運動解析用 20 ml 
1 M Glucose 5 ml 
2% Casamino acids 2 ml 
10% Yeast extract 2 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp、Lys) 1 ml 
4 M KOH 3 ml 
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Spizizen I 培地(pH 8.0、200 mM NaCl)(/ 200 ml)  
10×Spizizen salt･運動解析用 20 ml 
1 M Glucose 5 ml 
2% Casamino acids 2 ml 
10% Yeast extract 2 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp, Lys) 1 ml 
5 M NaCl 8 ml 
4 M KOH 3 ml 




0.1 M PMSF  
第二章 第二節 第一項参照  
0.1 M NaOH 
第二章 第二節 第一項参照 
2% Na2CO3(Lowry 法試薬) 
第二章 第二節 第一項参照 
0.5% CuSO4・5H2O(g/L)(Lowry 法試薬) 
第二章 第二節 第一項参照 
1% クエン酸ソーダ(g/L)(Lowry 法試薬) 
第二章 第二節 第一項参照 
0.05 M Tris-HCl(pH 8.0)  
第二章 第二節 第一項参照 
10×TG Buffer 
第二章 第二節 第一項参照 
10×TBS Buffer(g/L)(12) 
第二章 第二節 第一項参照 
タンパク質抽出液 
第二章 第二節 第一項参照 
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Lowry 試薬(12) 
第二章 第二節 第一項参照 
2×サンプル Buffer 
第二章 第二節 第一項参照 
TGM Buffer 
 第二章 第二節 第一項参照 
TTBS Buffer 
 第二章 第二節 第一項参照 
10%(w/v)ブロッティング溶液 
 第二章 第二節 第一項参照 
 
一次抗体溶液の場合、10%(w/v)ブロッティング溶液に抗 MotA ポリクローナル
抗体は約 1,000 倍、抗 MotP ポリクローナル抗体、抗 MotS ポリクローナル抗体
を約 3,000 倍希釈になるように添加した｡ 
二次抗体の場合、 5%(w/v)ブロッティング溶液にヤギ抗ウサギ IgG-HRP 
conjugated (Bio-Rad 社)を約 3,000 倍または約 5,000 倍になるように添加した。 
 
ウエスタンブロット解析用化学発光検出薬 














枯草菌べん毛モーター固定子 H+駆動型 MotB サブユニットの 181 番目のスレ
オニン残基をアラニン残基に、Na+駆動型 MotP サブユニットの 172 番目のロイ
シン残基をプロリン残基に置換した変異型 motAB または変異型 motPS 遺伝子断
片を導入した pDR67 を枯草菌コンピテントセルに形質転換した。枯草菌の形質
転換法は、第 2 章、第 2 節、第 2 項に準じた方法で行い、宿主は枯草菌固定子




法は第 2 章、第 2 節、第 2 項、に準じて行った。MotB シリーズは 0.25％軟寒天
培地(pH 7.0)に植菌し、37℃で 16 時間静置培養後の運動性を観察した。MotS シ
リーズは 0.25%軟寒天培地(pH 8.0)または、0.25%軟寒天培地(pH 8.0、200 mM 
NaCl)に植菌し、37℃で 16 時間静置培養後の運動性を観察した。比較対象とし
て、枯草菌において H+駆動型固定子 MotAB または Na+駆動型固定子 MotPS の
みを発現させた株(MotAB、MotPS)と ΔABΔPS を用いた。 
 
3．液体培地中の運動性試験 
 アミノ酸置換変異株の遊泳解析を行った。遊泳解析の方法は第 2 章、第 2 節、
第 2 項、に準じて行った。MotB シリーズは、Spizizen I 培地(pH 7.0)を培地とし、
MotS シリーズは、Spizizen I 培地(pH 8.0、200 mM NaCl)を培地として用いた。 
 






し、自然乾燥させた。スライドガラス上で 9 μl の滅菌水と適度に希釈した培養
液 1 μl を混合しスライドガラス上に広げ、自然乾燥させた。乾燥したサンプル
に 20 μl の染色液で 1 分間染色した。染色後、イオン交換水で洗浄し、直後に
現像液を塗布した。現像液は塗布した直後に、イオン交換水で洗浄した。洗浄





第 2 節、第 2 項、に準じて行った。MotB シリーズは、Spizizen I 培地(pH 7.0)を
培地とした、MotS シリーズは、Spizizen I 培地(pH 8.0、200 mM NaCl)を培地とし
て用いた。検出方法として、化学蛍光発光法を用いた。ウエスタンブロット解析
用化学発光検出薬である ECL Western Blotting Detection Kit (GE ヘルスケアジャ
パン)を 1 ml 用いてメンブレン上で 1 分間反応させた。検出器として ChemiDoc 











 これまでの研究から、大腸菌の H+駆動型固定子 MotAB において MotB サブ
ユニットの膜貫通領域の 32 番目のアスパラギン酸残基は、運動性に重要な荷
電アミノ酸残基であり、共役イオン結合部位であると提唱されている(13)。枯草
菌べん毛モーターの H＋駆動型固定子 MotAB と Na+駆動型固定子 MotPS の
MotB または MotS サブユニットにおいても高度にアスパラギン酸残基が保存さ
れている。 
 本研究では、枯草菌の MotB-D24E 株と MotS-D30E 株から取得された運動性
向上株に着目して運動性解析を行った。大腸菌の MotB の 32 番目のアスパラギ
ン酸残基をグルタミン酸残基に置換された変異株は、若干ではあるが運動性を
示す (13)。枯草菌のアミノ酸残基置換変異株である MotB-D24A 株、MotB-D24N
株、MotB-D24E 株、MotS-D30A 株、MotS-D30N 株、MotS-D30E 株において軟
寒天培地上の運動性試験を行った。MotB シリーズは 0.25%軟寒天培地(pH 7.0)
に植菌し、MotS シリーズは 0.25%軟寒天培地(pH 8.0)または、0.25%軟寒天培地




200 mM の NaCl を添加した 0.25%軟寒天培地(pH 8.0、200 mM NaCl)でのみ
MotS-D30E 株の運動性を観察することが出来た(図 3-1C)。また、MotB-D24E 株
と MotS-D30E 株から取得された運動性向上株の軟寒天培地上での運動性試験を
行った結果、運動性の向上を観察することが出来た。MotB-D24E-up 株は
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MotAB 株と比較して 46%程度の運動性を示し、MotS-D30Eup 株は 200 mM の
NaCl を添加した 0.25%軟寒天培地(pH 8.0、200 mM NaCl)上で MotPS 株と比較
して平均 26%程度の運動性を示した。また、運動性向上株から同定された変異
を導入した変異株 MotB-D24E/T181A 株、MotP-L172P/MotS-D30E 株においても
軟寒天培地上での運動性を観察することが出来た。MotB-D24E/T181A 株は
MotB-D24Eup 株と比較して 42%程度、MotP-L172P/MotS-D30E 株は MotS-
D30Eup 株とほぼ同等の運動性を示した。次に運動性向上株から同定された変
異のみを導入した変異株 MotB-T181A 株と MotP-L172P 株の運動性試験を行っ
た。MotB-T181A 株は MotB-D24E/T181A 株と比較して 571%、MotAB 株と比較
して 80%の運動性を示した。MotB-T181A 株は、野生型である MotAB 株とほぼ
同等の運動性を有していた。MotP-L172P 株は MotP-L172P/MotS-D30E 株と比較
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図 3-1．MotB-D24 置換変異株、MotS-D30 置換変異株における軟寒天培地上で
の運動性試験 
A : MotB-D24 アミノ酸置換変異株における 0.25%軟寒天培地(pH 7.0)で 37℃、
16 時間培養後の運動性 
B : MotS-D30 アミノ酸置換変異株における 0.25%軟寒天培地(pH 8.0)で 37℃、
16 時間培養後の運動性。 
C : MotS-D30 アミノ酸置換変異株における 0.25%軟寒天培地(pH 8.0、200 mM 
NaCl)で 37℃、16 時間培養後の運動性。 




Spizizen I 培地(pH 7.0)を用いて 37℃、200rpm、約 6 時間(OD600≒0.5)培養を行
い、遊泳速度を測定した。しかし、MotB-D24 置換変異株、MotB-D24Eup 株や
MotB-D24E/T181A 株に関しては遊泳を観察することができなかった。MotB-
T181A 株は MotAB 株と同等の遊泳速度を示した(約 20 µm/s)。MotS-D30E 株、
MotS-D30Eup 株、MotP-L172P/MotS-D30E 株は、SpizizenI 培地(pH 8.0、200 mM 
NaCl)を用いて 37℃、200 rpm、約 6 時間(OD600≒0.5)培養を行い、遊泳速度を測
定した。その結果を、図 3-2 にまとめた。各菌株の遊泳速度は野生型である
MotPS 株で約 7 µm/s、MotP-D30Eup 株や MotP-L172P/MotS-D30E 株では約 2 






















図 3-2.MotS-D30E 運動性向上株における遊泳速度 








































表 3-3．MotB-D24 置換変異株、MotS-D30 置換変異株のべん毛本数 
菌株 1 細胞あたりのべん毛の本数 計測数 
MotAB 7.0 ± 2.1 33 
MotPS 6.1 ± 1.5 25 
MotB-D24E 4.2 ± 0.8 34 
MotB-D24E-up 5.0 ± 1.5 43 
MotB-D24E/T181A 4.5 ± 1.7 35 
MotB-T181A 6.3 ± 1.5 43 
MotS-D30E 4.3 ± 1.6 47 
MotS-D30E-up1 4.5 ± 1.1 44 
MotS-D30E-up2 4.4 ± 1.3 35 
MotS-D30E-up3 4.6 ± 1.4 37 
MotS-D30E-up4 4.5 ± 1.5 36 
MotP-L172P/MotS-D30E 4.2 ± 1.5 40 











ンブロット解析により行った。MotB-D24 置換変異株は、抗 MotA 抗体によっ
て検出した MotA サブユニットの膜画分における発現量が MotAB 株と比較し
て顕著に低下(0.1 以下)していた。MotS-D30 置換変異株は、抗 MotS 抗体によっ
て検出した MotS サブユニットの膜画分における発現量が MotPS 株と比較して
顕著に低下(0.2 以下)していた。また、抗 MotP 抗体についても検出検討を行っ
たが MotP サブユニットの発現シグナルを確認することが出来なかった。MotB-
D24Eup 株、MotS-D30Eup 株、MotB-D24E/T181A 株、MotB-T181A 株において
検出した発現量は、野生株である MotAB 株や MotPS 株と同等かそれ以上だっ
た。しかし、MotP-L172P/MotS-D30E 株や MotP-L172P 株は MotPS 株と比較す
ると半分程度まで固定子サブユニットの発現量が低下していた。このことから
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図 3-3. MotB-D24 置換変異株、MotS-D30 置換変異株における 
ウエスタンブロット解析による膜画分での固定子タンパクの発現量の検討 
各サンプルは 30 μg 泳動した。各レーンにサンプル名を記載した。 
A : 抗 MotA ポリクローナル抗体を用いて検出した。 
B : 抗 MotP ポリクローナル抗体を用いて検出した。 
C : 抗ポリクローナル抗体を用いて検出した。 
M：BLUE Star Prestained Protein-Ladder（日本ジェネティクス） 








 枯草菌が持つ H+駆動型固定子 MotAB の MotB サブユニットと Na+駆動型固
定子 MotPS の MotS サブユニットに高度に保存されているアスパラギン酸残基
に置換変異導入を行った。MotS-D30E 株以外のアミノ酸残基置換変異株は、運
動性を観察することは出来なかった(図 3-1)。また、MotB-D24 置換変異体、








有することが可能であることを示している。MotP-D30E 株は、200 mM の NaCl
を添加した培地上では十分な運動性を示すにも関わらず、抗 MotS 抗体におけ
る発現量は野生株と比較して 0.2 程度であった。また、抗 MotP 抗体を用いた
検出においてはシグナルを確認することは出来なかった。MotB-D24 置換変異
株や MotS-D30 置換変異株における運動性試験や固定子の発現量の検討から、
枯草菌の MotB-D24 や MotS-D30 は運動性に重要なアミノ酸残基であると推察
した。MotB-D24 や MotS-D30 が固定子の機能に重要である場合、MotB-D24E
株や MotS-D30E 株から取得された運動性向上株の変異は固定子の機能または、
イオン透過機構に関与していると考えられる。 
 MotB-D24Eup 株と MotS-D30Eup 株の固定子アミノ酸アミノ酸配列から同定
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された変異は、MotB-D24Eup 株では MotB-T181A、MotS-D30Eup 株では MotP-
L172P であった。運動性向上株である MotB-D24Eup 株と MotS-D30Eup 株の変
異型固定子を導入した株である MotB-D24E/T181A 株と MotP-L172P/MotS-D30E
株を作製し、運動性解析を行った。その結果、MotS-D30Eup 株と MotP-
L172P/MotS-D30E 株の運動性はほぼ同等であった。この結果から、MotS-
D30Eup 株の運動性向上に MotP-L172P が関与していることが示唆された。





枯草菌 MotB-D24Eup 株から同定された MotB-T181A は、MotB サブユニット
のペプチドグリカン側の C 末端領域に位置する。MotB の C 末端領域は、サル
モネラ菌やピロリ菌で結晶構造が決定している(44,45,46)。これらの報告を基に
MotB の C 末端領域の立体構造における枯草菌 MotB-T181 の位置を当てはめ
た。枯草菌、サルモネラ菌、ピロリ菌の MotB サブユニットのアミノ酸配列の





る大腸菌 MotB - T196I 変異体は固定子機能の欠失を引き起こすことが報告され
ている(12)。これらのことから、運動性向上株 MotB-D24Eup におけるサプレッ
サー変異 MotB-T181A は、固定子の複合体形成または構造に影響したため、間




 枯草菌 MotS-D30Eup から同定された MotP-L172P は、MotP サブユニットの 3
番目の膜貫通領域に存在すると推定した。べん毛モーター固定子複合体の結晶
構造は、MotB の C 末端親水性領域を除いて決定されていない。そのため、以
前報告がなされた大腸菌の固定子 MotAB の架橋実験から膜貫通領域のアミノ
酸残基位置が予測されている(11)。枯草菌の MotP サブユニットと大腸菌の
MotA サブユニットのアミノ酸配列のマルチプルアライメントを ClustalW を用





と考えた。したがって、MotS-D30Eup の運動性向上は MotP-L172P によって引
き起こされた共役イオンの流入経路の構造変化が影響した結果だと考えた。し
かし、MotP-L172P の変異だけではΔMotPS の運動性を相補しないため、MotP-
L172P は MotS-D30E において Na+が特異的に結合しやすい構造に変化したと推
察した。 
 枯草菌の MotB-D24 と MotS-D30 の置換変異株を用いて解析を行った結果、
MotB-D24 と MotS-D30 が固定子の機能に重要であることが明らかになった。ま
た、MotB-D24Eup と MotS-D30Eup の解析により共役イオンの流入経路または
固定子の複合体としての構造維持が重要であることが考えられた。 
 





図 3-4. 枯草菌運動性向上株における変異同定箇所の推定 
A : 枯草菌(Bs-MotB)、サルモネラ菌(St-MotB)、ピロリ菌(Hp-MotB)の MotB サ
ブユニットの C 末端領域の構造予測。ピンクの文字で示すアミノ酸残基は
OmpA ファミリーの PGB タンパクに高度に保存されている。赤のラインは
α-helix、緑のラインは β-strand。赤字は MotB-D24E 運動性向上株の変異導
入箇所。 
B : 枯草菌 MotP(Bs-MotP)、大腸菌 MotA(Ec-MotA)の 3 番目と 4 番目の膜貫通
領域のマルチプルアライメント。赤字は MotS-D30E 運動性向上株の変異導
入箇所。 
C : 大腸菌べん毛モーター固定子 MotAB 複合体共役イオン流入経路モデル。赤
字は共役イオン結合部位 
D : 枯草菌べん毛モーター固定子 MotPS 複合体共役イオン流入経路モデル。赤
字は共役イオン結合部位。青字は MotS-D30E 運動性向上株の変異導入箇所 
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第四章 枯草菌と好アルカリ性細菌 Bacillus pseudofirmus OF4 の Na+





好アルカリ性 Bacillus 細菌は、アルカリ性環境で H+駆動力が低く利用しづら
いため、Na+駆動力を利用していると考えられている。好アルカリ性 Bacillus 細
菌のべん毛は、共役イオンとして Na+が利用されていることが報告されている
(48)。べん毛モーターの Na+駆動型固定子 MotPS は、好アルカリ性 Bacillus 属細
菌から同定された(16)。B. pseudofirmus OF4 は通性好アルカリ性細菌であり、中性
環境でも生育することが可能である。しかし、運動性に関しては pH 8.0 ~ 10.0 で




駆動型固定子 MotPS と好アルカリ性細菌である B. pseudofirmus OF4 のべん毛モ
ーターNa+駆動型固定子MotPSではNa+に対する親和性が異なることが示唆され
た。 
当研究室の卒業生である野口によって、B. pseudofirmus OF4 由来の Na+駆動
型固定子 MotPS を発現する枯草菌（以降、OFPS と称する）の中性環境での運
動性解析が行われた。しかし、OFPS は pH 7.0 では NaCl を 200 mM 添加した軟
寒天培地上でも運動性を示さなかった(61)。その後、OF4PS を用いて pH 7.0 に
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調整した培地に 200 mM の NaCl を添加した条件下で自然突然変異により運動
性復帰株が取得された。取得された運動性復帰株の motPS 遺伝子領域のシーク






























本研究で使用した菌株を表 4-1 に、使用したプラスミドを表 4-2 に示した。 
大腸菌の培養には LB 培地を使用した。大腸菌形質転換体の培養には、必要に応
じて LB 培地に 100 μg/ml なるようにアンピシリンナトリウム(以降 Amp100と省
略)を添加した。枯草菌の培養には LB 培地または Spizizen 培地を使用した。抗
生物質は、菌株に合わせて適宜添加した。エリスロマイシンは 1 μg/ml (以降 Erm1
と省略)軟寒天培地を用いた運動性試験には、Spizizen 培地に 0.25%の Noble Agar 
















菌株 遺伝子型または説明 リファレンス 
大腸菌(Escherichia coli)    
DH5α MCR F- mcrAΔ1 (mrr-hsd RMS-mcrBC) Φ80dlacZ 
Δ(lacZYAargF) U169 deoR recA1 endA1 supE44 λthi-
1 gyr-496 relA1 
Stratagene 
枯草菌(Bacillus subtilis)   
BR151MA lys3 tripC2 ( wild type ) (37) 
ΔABΔPS BR151MA ΔmotAB ΔmotPS (25) 
PXylA-PS (BSPS) ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS from BR151MA 第 2 章 
BSPS-PK175Q ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS(MotP-K175Q) from BR151MA 本研究 
OF4PS ΔABΔPS amyE::PmotAB-motPS from B. pseudofirmus OF4 (49) 
OF4PS-7up spontaneous up-motile variant from OF4PS (49) 
OFPS ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS from  B. pseudofirmus OF4 本研究 
OFPS-PQ175K 
ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS(MotP-Q175K) from        
B. pseudofirmus OF4 
本研究 
C125PS 
ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS from                
Bacillus halodurans C125 
本研究 
C125PS-PQ176K 




ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS(MotP-N187D) from  Bacillus 
halodurans C125 
本研究 
M1 ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS from OF4PS-7up 本研究 
M2 
ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS from OF4PS direct repeat 
sequence in RBS 
本研究 
M3 (OFPS-PN186D) ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS from OF4PS MotP-N186D 本研究 
M3up-1 spontaneous up-motile variant-1 from M3 本研究 
M3up-2 spontaneous up-motile variant-2 from M3 本研究 
M3up-3 spontaneous up-motile variant-3 from M3 本研究 
M3up-4 spontaneous up-motile variant-4 from M3 本研究 
M3up-5 spontaneous up-motile variant-5 from M3 本研究 
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表 4-1．使用した菌株 ( 続き ) 
菌株 遺伝子型または説明 リファレンス 
枯草菌(Bacillus subtilis)   
MotS-S37T 
















ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS (MotP-N186D, MotS-V130A) 
from M3up-5 
本研究 
OF+BS-Plug ΔABΔPS lacA::PxylA-motPS (OF4) +BS-Plug 本研究 

















プラスミド 説明  リファレンス 
pGEM-7zf(+) Cloning vector; ApR  Promeg 
pAX01 
lacA integration vector with EmR gene and PxylA promoter 
upstream of multiple cloning site 
(39) 
pGEM-PS pGEM-7(+)+PmotAB-motPS from BR151MA 第 2 章 
pGEM-OFPS pGEM-7(+)+motPS from B. pseudofirmus OF4 本研究 
pGEM-C125PS pGEM-7(+)+motPS from Bacillus halodurans C125 本研究 
pAX-PxylA-MotPS  pAX01+PxylA-motPS from BR151MA 第 2 章 
pAX-PxylA-BSPS-MotPK175Q pAX01+PxylA-motPS(MotP-K175Q) from BR151MA 本研究 
pDR67- OF4PS  pDR67+PmotAB-motPS from B. pseudofirmus OF4 (49) 
pAX-PxylA-OFPS  pAX01+PxylA-motPS from B. pseudofirmus OF4 本研究 
pAX-PxylA-OFPS-MotPQ175K 
pAX01+PxylA-motPS(MotP-Q175K) from B. pseudofirmus 
OF4 
本研究 
pAX-PxylA-C125PS pAX01+PxylA-motPS from  Bacillus halodurans C125 本研究 
pAX-PxylA-C125PS-
MotPQ176K 





pAX01+PxylA-motPS(MotP-N187D) from  Bacillus 
halodurans C125 
本研究 
pDR-PmotAB-OFPS-M1 pDR67+PmotAB-motPS from OF4PS-7up (49) 
pDR-PmotAB-OFPS-M2 pDR67+PmotAB-motPS, direct repeat sequence in RBS (49) 
pDR-PmotAB-OFPS-M3 pDR67+PmotAB-motPS-MotP-N186D (49) 
pAX-PxylA-OFPS-M1 pAX01+PxylA-motPS from OF4PS-7up 本研究 
pAX-PxylA-OFPS-M2 pAX01+PxylA-motPS, direct repeat sequence in RBS 本研究 
pAX-PxylA-OFPS-M3 pAX01+PxylA-motPS-MotP-N186D 本研究 
pAX-PxylA-OFPS-M3up-1 pAX01+PxylA-motPS from M3up-1 本研究 
pAX-PxylA-OFPS-M3up-2 pAX01+PxylA-motPS from M3up-2 本研究 
pAX-PxylA-OFPS-M3up-3 pAX01+PxylA-motPS from M3up-3 本研究 
pAX-PxylA-OFPS-M3up-4 pAX01+PxylA-motPS from M3up-4 本研究 
pAX-PxylA-OFPS-M3up-5 pAX01+PxylA-motPS from M3up-5 本研究 
pAX-PxylA-OFPS+BS-Plug pAX01+PxylA-motPS(OF4)+BS-Plug 本研究 
pAX-PxylA-BSPS+OF-Plug pAX01+PxylA-motPS(BS)+OF-Plug 本研究 
  





第二章 第二節 第一項参照 
SOB 培地 
第二章 第二節 第一項参照 
SOC 培地(g/L)(26) 
第二章 第二節 第一項参照 
STET 溶液 
第二章 第二節 第一項参照 
Lysozyme 溶液 
第二章 第二節 第一項参照 
RF1 培地(コンピテントセル調製用) 
第二章 第二節 第一項参照 
RF2 培地(コンピテントセル調製用) 
第二章 第二節 第一項参照 
10×Spizizen salt・形質転換用 
第二章 第二節 第一項参照 
Spizizen I 培地 
第二章 第二節 第一項参照 
Spizizen II 培地 
第二章 第二節 第一項参照 
TBAB 培地 
第二章 第二節 第一項参照 
  109 
 
10×Spizizen salt･運動解析用 
第二章 第二節 第一項参照 
 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0、2% Xylose)(/ 200 ml)(30)  
10×Spizizen salt･運動解析用 20 ml 
1 M Glucose 5 ml 
2% Casamino acids 2 ml 
10% Yeast extract 2 ml 
10 mg/ml Amino acids (Trp、Lys) 1 ml 
50% Xylose 8 ml 
4 M KOH 1 ml 
dH2O 160 ml 
Noble agar (Difco） 0.5 g 
それぞれ別々にオートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。寒天は dH2O
に混合した後、オートクレーブで 121℃、20 分間の滅菌を行った。滅菌後、寒天
が含まれている dH2O に上記の組成で試薬を混合した。 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0、2% Xylose)は運動性試験に用いた。運動性解析時には
各濃度(5 mM、10 mM、15 mM、30 mM、55 mM、105 mM、205 mM)になるよう
に 4M NaCl を添加した。 
0.1 M PMSF  
第二章 第二節 第一項参照  
0.1 M NaOH 
第二章 第二節 第一項参照 
2% Na2CO3 (Lowry 法試薬) 
第二章 第二節 第一項参照 
0.5% CuSO4・5H2O (g/L) (Lowry 法試薬) 
第二章 第二節 第一項参照 
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1% クエン酸ソーダ (g/L) (Lowry 法試薬) 
第二章 第二節 第一項参照 
0.05 M Tris-HCl (pH 8.0)  
第二章 第二節 第一項参照 
10×TG Buffer 
第二章 第二節 第一項参照 
10×TBS Buffer (g/L)(12) 
第二章 第二節 第一項参照 
タンパク質抽出液 
第二章 第二節 第一項参照 
Lowry 試薬(12) 
第二章 第二節 第一項参照 
2×サンプル Buffer 
第二章 第二節 第一項参照 
TGM Buffer 
第二章 第二節 第一項参照 
TTBS Buffer 
第二章 第二節 第一項参照 
10%(w/v)ブロッティング溶液 
第二章 第二節 第一項参照 
 
一次抗体溶液の場合、10%(w/v)ブロッティング溶液に抗 OF-MotP ポリクローナ
ル抗体を約 3,000 倍希釈になるように添加した｡ 
二次抗体の場合、 5%(w/v)ブロッティング溶液にヤギ抗ウサギ IgG-HRP 
conjugated (Bio-Rad)を約 5,000 倍になるように添加した｡ 
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ウエスタンブロット解析用化学発光検出薬 




























B. pseudofirmus OF4 の MotP サブユニットのアミノ酸配列を
UniProt(www.uniprot.org/)を利用してアミノ酸配列を取得した。次に NCBI 
Blast(protein sequence Blast)(http://www.ncbi.nih.gov/)を利用し、他の細菌の MotA
サブユニットのアミノ酸配列を取得した。取得した MotP サブユニットのアミ
























表 4-3.  MotP サブユニットのアライメントに使用した菌種と略称とアクセス番号の一覧 
菌種 略称 Accession number 
Bacillus pseudofirmus OF4 OF4_MotP   YP_003425722  
Bacillus halodurans C125 C125_MotP  NP_244106  
Oceanobacillus iheyensis  OI_MotP   NP_693146  
Bacillus licheniformis BL_MotP  YP_080264  
Bacillus megaterium BM_MotP   AAA22296 
Bacillus subtilis BS_MotP  ZP_03592764  
Halobacillus halophilus  HH_MotP YP_006181427  
Bacillus amyloliquefaciens BAM_MotP YP_005542579.1. 
Bacillus alcalophils BAL_MotP WP_003320987.1 
Bacillus cellulosilyticus BCE_MotP WP_013489845.1 
Bacillus selenitireducens BSE_MotP WP_013172211.1 
Bacillus sonorensis BSO_MotP WP_006638023.1 
Bacillus coahuilensis  BCO_MotP WP_010174259.1 
Ornithinibacillus scapharcae OBS_MotP WP_010096164.1 
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2．好アルカリ性細菌由来固定子遺伝子 motPS のクローニング 
固定子遺伝子に対して部位特異的変異導入を PCR 反応により行うための鋳型
となるプラスミドを作製した。B. pseudofirmus OF4 または B. halodurans C125 の
染色体を鋳型として PCR 法を用いて固定子遺伝子の増幅を行った。今回 PCR 反
応に使用したプライマーは表 4-4 にまとめた。PCR 反応の酵素は Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)を用いた。PCR 反応は説明書に準
じて行った。サーマルサイクラーは、日本バイオラッドラボラトリー社の i cycler
を使用した。得られた PCR 産物を、PCR purification kit (QIAGEN)を用いて精製
した。各遺伝子をクローニングするためにベクターとして用いる pGEM7-zf(+)を
制限酵素 SmaI (New England Biolabs)で切断した。制限酵素反応は、説明書に準じ
て行った。各 DNA 断片を PCR purification kit (QIAGEN)により精製後、Quick 
Ligation kit (New England Biolabs)を用いて、説明書に準じて DNA 断片の連結を
行った。次に、塩化ルビジウム法(41)によって製作した DH5α MCR のコンピテン
トセルに各反応液を添加し、形質転換を行った。形質転換を行った細胞を最終濃
度が 100 µg/ml になるようにアンピシリンを添加した S-Gal/LB Agar Blend 
(SIGMA)に塗布し、37℃で一晩静置培養を行った。得られたコロニーから Plus SV 
Minipreps DNA Purification System (Promega)を用いてプラスミドを回収した。取
得したプラスミドを pGEM-OFPS または pGEM-C125PS とした。 
選定した荷電アミノ酸残基に置換変異を導入するために pGEM-PS、pGEM-
OFPS または pGEM-C125PS を Gene Tailor 変異導入システム kit (Invitrogen)の説
明書に準じてメチル化を行った。次に置換変異を導入するために、メチル化し
た pGEM-PS、pGEM-OFPS または pGEM-C125PS を鋳型として PCR 反応を行っ
た。今回 PCR 反応に使用したプライマーは表 4-4 にまとめた。PCR 反応の酵素
は Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)を用いた。PCR 反
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応は説明書に準じて行った。PCR 反応は説明書に準じて行った。サーマルサイ
クラーは、日本バイオラッドラボラトリー社の i cycler を使用した。得られた




し、37℃で一晩静置培養を行った。得られたコロニーから Plus SV Minipreps 
DNA Purification System (Promega)を用いてプラスミドを回収し、SacII(New 
England Biolabs)を用いて切断した。操作は説明書に準じて行った。このとき、
ベクターとして用いる pAX01 も SacII (New England Biolabs)で切断した。制限
酵素反応は、説明書に準じて行った。各 DNA 断片を PCR purification kit 
(QIAGEN)により精製後、Quick Ligation kit (New England Biolabs)を用いて、説
明書に準じて DNA 断片の連結を行った。次に、塩化ルビジウム法(41)によって
製作した DH5α MCR のコンピテントセルに各反応液を添加し、形質転換を行




3．B. pseudofirmus OF4 由来の Na+駆動型固定子 MotPS を発現する枯草菌の中性
環境での運動性復帰株である OF4PS-7up から同定した変異型 motPS クロー
ニング 
枯草菌の motAB 遺伝子のプロモーターの下流に B. pseudofirmus OF4 由来の
Na+駆動型固定子 MotPS を発現する枯草菌の中性環境での運動性復帰株である
OF4PS-7up から同定した変異型 motPS を導入したプラスミド pDR-PmotAB-OFPS-
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M1(49)、pDR-PmotAB-OFPS-M2(49)、pDR-PmotAB-OFPS-M3(49)が構築された。しかし、
枯草菌の motAB 遺伝子のプロモーターの下流に OF4PS-7up から同定した変異型
motPS を導入した株から作製した相補株は運動性を示さなかった。そこで、キシ




回 PCR 反応に使用したプライマーは表 4-4 にまとめた。PCR 反応の酵素は
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)を用いた。PCR 反応
は説明書に準じて行った。サーマルサイクラーは、日本バイオラッドラボラトリ
ー社の i cycler を使用した。得られた PCR 産物を、PCR purification ki t(QIAGEN)
を用いて精製した。各遺伝子をクローニングするために制限酵素 SacII (New 
England Biolabs)で切断した。このとき、ベクターとして用いる pAX01 も同様の
制限酵素 SacII (New England Biolabs)で切断した。制限酵素反応は、説明書に準
じて行った。各 DNA 断片を PCR purification kit (QIAGEN)により精製後、Quick 
Ligation kit (New England Biolabs)を用いて、説明書に準じて DNA 断片の連結を
行った。次に、塩化ルビジウム法(27)によって製作した DH5α MCR のコンピテン
トセルに各反応液を添加し、形質転換を行った。得られたコロニーから Plus SV 











Accession number and 
corresponding sequence 
B.S MotAB-SacII(F) cctaaagttccgCgGaccaaaaccg AL009126.3(1435315-1435291) 
OF4 MotPS-SacII(R) cattcatCCgCGGattactgc AL009126.3(2138860-2138881) 
BH-motPS_SacII(F) cgtcgaacttccgcaccgcGGtgag BA000004.3(3360546-3360558) 
BH-motPS_SacII(R) cacaagtcaatccGcGgccattatc BA000004.3(3358823-3358847) 
BP-MotP-Q175K-F gggcttgtgctgatgctgAaaaatctaaatgacc U91841.2BFU91841(1425-1457) 
BP-MotP-Q175-R gctgcaaaatctaaataaccctgccacacttggac U91841.2BFU91841(1439-1474)  
BSMotPK175Q (F) cgggcttgtgctgatgctcCAAaacttaaacgacccgc AL009126.3（3043562-3043599） 
BSMotPK175Q (R) gagcatcagcacaagcccgacgagtgttcc AL009126.3（3043581-3043610） 
BH-MotPQ175K-F tgttcgggctaattccatggAaacacaagcccgat  BA000004.3（3359856-335891） 
BH-MotPQ176K-R cagcatcagcacaagcccgattaaggtacc BA000004.3（3359846-335877） 
BH-MotPN186-F aactacctagtaaattcGatcagcacaagcccgat BA000004.3（3359922-3359957） 




OFplug+BSmotS-F  ttcgtgcaatctctgaatcttttcagcaaagacaaaaggaaggcaacgggcttc 
U91841.2BFU91841（1841-1875）
AL009126.3（3043111-3043093） 






pAX01-F ccgctcatgagacaataaccc AB5177281.1(7398-7348) 
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4．変異型 OFPS 株の作製 
枯草菌の形質転換は、第 2 章、第 2 節、第 2 項の手法に準じて行った。得ら
れた形質転換体は LB Erm1培地に塗布し、37℃で一晩培養した。次に、得られ






第 2 章、第 2 節、第 2 項、に準じて行った。様々な濃度の NaCl (5 mM、10 
mM、15 mM、30 mM、55 mM、105 mM、205 mM)を添加した 0.25%軟寒天培地
(pH 7.0、2% Xylose)に植菌し、37℃で 16 時間培養後の運動性を観察した。比較
対象として、枯草菌においてキシロースの誘導によって枯草菌の Na+駆動型固




 M3 を低 Na+濃度である 0.25%軟寒天培地(pH 7.0、2% Xylose、5 mM NaCl)に
20 個程度植菌し、37℃で一晩静地培養を行った。培養後、形成されたコロニー
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7．ウエスタンブロット解析 
 作製した変異株 M1、M2、M3 のウエスタンブロット解析による固定子タン
パク質の膜画分における発現量の検討を行った。ウエスタンブロット解析の方
法は第 2 章、第 2 節、第 2 項、に準じて行った。200 mM の NaCl を添加した
Spizizen I 培地(pH 7.0)を培地とした。検出方法として、化学蛍光法を用いた。
ウエスタンブロット解析用化学発光検出薬である ECL Western Blotting Detection 
Kit (GE ヘルスケアジャパン)を 1ml 用いてメンブレン上で 1 分間反応させた。
検出器として ChemiDoc XRS Plus (Bio-Rad)を使用し、露光時間を 120 秒で画像





















好中性細菌である枯草菌と好アルカリ性細菌である B. pseudofirmus OF4 はそ
れぞれ Na+駆動型固定子 MotPS を持っている。しかし、枯草菌と      




来ると考えた。B. subtilis、 B. pseudofirmus OF4、B. halodurans C125、B. 
alcalophils、O. iheyensis、B. licheniformis、B. megaterium、Halobacillus 
halophilus、Bacillus amyloliquefaciens、Bacillus cellulosilyticus、Bacillus 
selenitireducens、Bacillus sonorensis、Bacillus coahuilensis、Ornithinibacillus 
scapharcae、Salimicrobium sp.の MotP サブユニットのアミノ酸配列を用いて系
統樹を作製した。 
MotP サブユニットのアミノ酸配列から系統樹を作製した結果、好中性













図 4-1．好アルカリ性細菌と好中性細菌が持つ MotP サブユニットのアミノ酸配列の系統樹 
好アルカリ性 Bacillus 属細菌を赤線で囲った。好中性 Bacillus 属細菌を黒線で囲った。使用
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2．好中性 Bacillus 属細菌と好アルカリ性 Bacillus 属細菌の MotP サブユニット
のアミノ酸配列の比較 




好中性 Bacillus 属細菌 B. subtilis、B. megaterium、B. licheniformis、B. 
amyloliquefaciens、B. sonorensis、B. coahuilensi と好アルカリ性 Bacillus 属細菌
B. pseudofirmus OF4、B. halodurans C-125、B. alcalophilus、B. cellulosilyticus、B. 
selenitireducen の MotP サブユニットのアミノ酸配列の比較を行うことで、中性
環境における Na+親和性に関与すると考えられるアミノ酸残基を推定した。 
その結果、MotP サブユニットの 3 番目の膜貫通領域内で好中性 Bacillus 属細
菌と好アルカリ性 Bacillus 属細菌では保存性の異なるアミノ酸残基が同定され


















図 4-2．好中性 Bacillus 属細菌と好アルカリ性 Bacillus 属細菌持つ MotP サブユニットのアミノ酸配列
の比較 
MotP サブユニットのアミノ酸配列の比較を行った。線より上が好アルカリ性 Bacillus 属細菌、下
が好中性 Bacillus 属細菌を示している。TM3 は 3 番目の膜貫通領域を示している。それぞれのグル
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3．好中性 Bacillus 属細菌と好アルカリ性 Bacillus 属細菌で中性環境での Na+親
和性に関与すると考えられるアミノ酸残基の置換変異の導入 
 MotP サブユニットの 3 番目の膜貫通領域内で高度に保存されていた好中性
Bacillus 属細菌のリジン残基(K)と好アルカリ性 Bacillus 属細菌のグルタミン残
基(Q)に対して置換変異株を構築し、運動性試験を行った。好中性 Bacillus 属細
菌は枯草菌の MotP サブユニットの 175 番目のリジン残基をグルタミン残基
(BSPS-PK175Q)に置換した株を構築した(BSPS-PK175Q 株)。好アルカリ性




BS-K175Q 株は野生型と比較して運動性の減少が見られた。5 mM の NaCl を添
加して培地上においても運動性を観察することはできたが、それ以降 NaCl を
添加しても運動性の向上を観察することはできなかった(図 4-3)。好アルカリ性
Bacillus 属細菌である B. pseudofirmus OF4、B. halodurans C-125 に対して作製し
た OFPS-PQ176K 株、C125PS-PQ176K 株の運動性は、OFPS-PQ176K 株におい
てのみ野生型と比較して運動性の向上を観察することが出来た。OFPS-PQ176K
株の運動性の向上は NaCl を 50 mM 以上添加した時に観察した。C125PS-
PQ176K 株は、運動性を観察することができなかった。また、B. halodurans C-
125 由来の MotPS を発現させた C125PS 株も中性環境での運動性を観察するこ
とが出来なかった。この要因としては、B. halodurans C-125 は B. pseudofirmus 
OF4 よりもアルカリ性環境での生育に適応しているためであると考えた。 
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図 4-3．枯草菌 MotP サブユニットの 175 番目のリジン残基をグルタミン残基に
置換した BSPS-PK175Q 株の中性環境下における運動性試験 
△ : BSPS、枯草菌由来 MotPS、□:固定子欠損株、枯草菌の固定子欠損株、▲: 
BSPS-PK175Q、MotP の 175 番目のリジン残基をグルタミン残基に置換した株 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0)に最終濃度が 2%になるようにキシロースを添加し、
NaCl が最終濃度 5 mM、55 mM、105 mM、205 mM になるように添加した。37℃、
16 時間の条件で静置培養を行った。 
BSPS-PK175Q株 
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図 4-4．B. pseudofirmus OF4、B. halodurans C-125 の MotP サブユニットの 176 番
目のグルタミン残基をリジン残基に置換した OFPS-PQ176K 株と
C125PS-PQ176K 株の中性環境下における運動性試験 
□: 固定子欠損株、枯草菌の固定子欠損株、○ : OFPS 株、B. pseudofirmus OF4 由
来 MotPS、◇:C125PS、B. halodurans C-125 由来 MotPS、●: OFPS-PQ176K 株、
MotP の 176 番目のリジン残基をグルタミン残基に置換した株、◆: C125PS-
PQ176K 株、MotP の 176 番目のリジン残基をグルタミン残基に置換した株 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0)に最終濃度が 2%になるようにキシロースを添加し、
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4．キシロース誘導変異型 OFPS 株の中性環境における運動性試験 
 好中性 Bacillus 属細菌と好アルカリ性 Bacillus 属細菌の中性環境における Na+
親和性に関与するアミノ酸残基や領域を固定子のアミノ酸配列から同定するこ
とは出来なかった。 





同定された。この変異が好アルカリ性 Bacillus 属細菌の中性環境における Na+
親和性に関与する可能性が考えられたため、運動性復帰株から同定された固定
子遺伝子から同定された変異を導入した変異株を構築し、運動性試験を行っ
た。B. pseudofirmus OF4 由来の Na+駆動型固定子 MotPS を発現する枯草菌の中
性環境での運動性復帰株である OF4PS-7up の motPS 遺伝子から同定された
RBS の繰り返し配列の変異を導入した M2 株、MotP-N186D の置換変異のみを
導入した M3 株(OFPS-PN186D 株)、2 箇所の変異を導入した M1 株のキシロー
ス誘導による軟寒天上の運動性試験を行った。その結果、枯草菌の固定子欠損
株以外の株は、Na+濃度依存性の運動性を観察することが出来た(図 4-5)。野生
型である B. pseudofirmus OF4 由来の Na+駆動型固定子 MotPS を発現させた
OFPS 株の運動性と比較して M1 と M3 では運動性の向上を観察することができ
た。しかし、M2 は、OFPS 株と同様の運動性しか観察できなかった。今回の運
動性試験の結果から、中性環境での運動性の復帰に MotP サブユニット 186 番
目のアスパラギン残基がアスパラギン酸残基に置換されていた点変異(MotP-
N186D)が関与していることが示唆された(図 4-7)。  
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枯草菌の Na+駆動型固定子 MotPS を発現させた BSPS 株は、Na+濃度が 5 mM 程
度のしか含まれない培地上でも十分な運動性示す(図 4-5)。しかし、運動性試験
を行った変異株を含める B. pseudofirmus OF4 由来の固定子を導入した株におい
て、Na+濃度が 5 mM 程度のしか含まれない培地上で運動性を観察することが
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図 4-5．キシロース誘導変異型 OF-MotPS 株の中性環境下における運動性試験 
○ : BSPS、枯草菌由来 MotPS、□ : OFPS、B. pseudofirmus OF4 由来 MotPS、△: 
ΔABΔPS、枯草菌固定子欠損株、■ : M1、OF4PS-7up の motPS 遺伝子から同定さ
れた RBS の繰り返し配列の変異と MotP の 186 番目のアスパラギン残基がアス
パラギン酸残基になった置換変異である 2 箇所の変異を導入した株、● : M2、
RBS の繰り返し配列の変異のみを導入した株、▲: M3、MotP の 186 番目のアス
パラギン残基がアスパラギン酸残基への置換変異のみを導入した株 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0)に最終濃度が 2%になるようにキシロースを添加し、
NaCl が最終濃度 5 mM、55 mM、105 mM になるように添加した。37℃、16 時間
の条件で静置培養を行った。 




 B. pseudofirmus OF4 由来の Na+駆動型固定子 MotPS に変異を導入した OFPS
株と M1 株、M2 株、M3 株のキシロース誘導による固定子の膜画分における発
現量の検討をウエスタンブロット解析を用いて行った。その結果、野生型であ
る OFPS 株と比較して変異株の MotP サブユニットの膜画分における発現量は
1.7 から 2.0 倍程度を観察することが出来た(図 4-6)。この結果から、M1 株と


























M：BLUE Star Prestained Protein-Ladder（日本ジェネティクス）、OF4PS : B. 
pseudofirmus OF4 由来 MotPS、△: 枯草菌の固定子欠損株、M1 : OF4PS-7up の
motPS 遺伝子から同定された 2 箇所の変異を導入した株、M2 : RBS の繰り返し
配列の変異を導入した株、M3 : OFPS-PN186D の置換変異のみを導入した株 
ウエスタンブロット解析による膜画分での固定子タンパクの発現量の検討を
抗 OF-MotP ポリクローナル抗体を用いて行った。各サンプルは 30 μg 泳動し
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図 4-7．B. pseudofirmus OF4 由来 Na+駆動型固定子 MotPS の中性環境下の Na+流
入調節に関与すると考えられる MotP-N186 の位置をペプチドグリカン
側から見た時の模式図 









 B. pseudofirmus OF4 由来の Na+駆動型固定子 MotPS を発現させた OFPS 株の中
性環境での運動性復帰に関与していることが示唆された MotP サブユニットの
MotP-N186D は、他の好アルカリ性 Bacillus 属細菌が持つ MotPS の中性環境にお
ける運動性の向上に関与するのか検討した。B. pseudofirmus OF4 の近縁種である
B. halodurans C-125 由来の MotPS の MotP サブユニットの 187 番目のアスパラギ
ン残基をアスパラギン酸残基 (C125PS-PN187D)に置換した変異株 (C125PS-
PN187D 株)を構築し、pH 7.0 に調整した軟寒天培地上における運動性試験を行
った。その結果、B. halodurans C-125 由来の MotPS を導入した C125PS 株は運動
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図 4-8．好アルカリ性 Bacillus 属細菌の中性環境における運動性復帰に関与すると
考えられるアミノ酸残基の置換変異株による中性環境での運動性試験 
□: 固定子欠損株、枯草菌の固定子欠損株、○ : OFPS 株、B. pseudofirmus OF4 由
来 MotPS、◇:C125PS、B. halodurans C-125 由来 MotPS、●: OFPS-PN186D 株、
MotPの 186番目のアスパラギン残基をアスパラギン酸残基に置換した株(M3株)、
◆: C125PS-PN187D 株、MotP の 187 番目のアスパラギン残基をアスパラギン酸
残基に置換した株 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0)に最終濃度が 2%になるようにキシロースを添加し、








MotP の 186 番目のアスパラギン残基が中性環境における運動性復帰に関与し
ていることが示唆された。M3 株の運動性の向上は Na+の存在下でのみ観察され












リン残基は膜貫通領域、47 番目のスレオニン、48 番目のセリン、50 番目のセリ
ンは固定子がイオンチャネルとして不活性化している時に共役イオンの流入を
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図 4-9．M3 を用いた低 Na+濃度下における運動性向上株の運動性試験 
○ : BSPS、枯草菌由来 MotPS、□ : OFPS、B. pseudofirmus OF4 由来 MotPS、△: 
ΔABΔPS、枯草菌固定子欠損株、▲ : M3、MotP の 186 番目のアスパラギン残基
がアスパラギン酸残基への置換変異のみを導入した株、♦ : M3up、M3 を用いた
低 Na+濃度下における運動性向上株 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0)に最終濃度が 2%になるようにキシロースを添加し、
NaCl が最終濃度 5 mM、10 mM,、5 mM、30 mM、55 mM になるように添加した。
37℃、16 時間の条件で静置培養を行った。 
 




図 4-10．M3up から同定された変異の MotS サブユニットにおける部位推定 
A : MotS サブユニットのアミノ酸配列を用いたアライメント結果。MotS サブユ
ニットの膜貫通領域を水色の四角で囲った。Plug 領域は紫色の四角で囲った。
M3up から同定された変異箇所は MotS-S37T、MotS-I47T 、MotS-S48P、MotS-
S50P、各色で示した。 
B : サルモネラ菌の MotB サブユニットのペプチドグリカンへの結合機構の模式
図(46)と MotB サブユニットの C 末端領域の立体構造図。M3up から同定され











た変異を導入した変異株(MotS-S37T 株、MotS-I47T 株、MotS-S48P 株、MotS-
S50P 株、MotS-V130A 株)の構築を行った。構築した変異株の運動性試験の結
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図 4-11．M3up 株から同定された変異を導入した変異株を用いた低 Na+濃度下に
おける運動性向上株の運動性試験 
○ : BSPS、枯草菌由来 MotPS、□ : OFPS、B. pseudofirmus OF4 由来 MotPS、△: 
ΔABΔPS、枯草菌固定子欠損株、▲ : M3、MotP の 186 番目のアスパラギン残基
がアスパラギン酸残基への置換変異のみを導入した株、♦ : M3up 相補株、MotP-
N186D と各同定した変異 MotS-S37T、MotS-I47T 、MotSS48P、MotS-S50P、MotS-
V130A を導入した相補株 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0)に最終濃度が 2%になるようにキシロースを添加し、
NaCl が最終濃度 5 mM、10 mM、5 mM、30 mM、55 mM になるように添加した。
37℃、16 時間の条件で静置培養を行った。 
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9．B. pseudofirmus OF4 と枯草菌の固定子遺伝子内の Plug 領域置換変異株の運動
性試験 
 M3 株から取得した M3up 株の motPS 遺伝子配列から 5 箇所の変異を同定する
ことが出来た。同定された 5 箇所のうち 3 箇所は、イオンチャネルとして不活
性化している時に共役イオンの流入を防ぐのに重要だと考えられている Plug 領
域(62)(図 4-10)であった。この結果は、固定子の Plug 領域が Na+の流入調節に関
与している可能性を示唆したため、好中性 Bacillus 属細菌である枯草菌と好アル
カリ性 Bacillus 属細菌である B. pseudofirmus OF4 の MotS サブユニット内の Plug
領域を置換した変異株を構築し運動性試験を行った。その結果、枯草菌の固定子
に B. pseudofirmus OF4 の Plug 領域を導入した BS+OF-Plug 株は野生型である
BSPS 株と比較して運動性の低下を示した。B. pseudofirmus OF4 の固定子に枯草
菌の Plug 領域を導入した OF+BS-Plug 株は野生型である OFPS 株と比較して 5 
mM の NaCl を添加しても運動性の向上を観察することができなかったが、10 
mM 以上の NaCl を添加すると運動性の向上を観察することができた(図 4-12)。
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図 4-12．B. pseudofirmus OF4 と枯草菌の固定子遺伝子内の Plug 領域置換変異株
の運動性試験 
○ : BSPS、枯草菌由来 MotPS、□ : OFPS、B. pseudofirmus OF4 由来 MotPS、△: 
ΔABΔPS、枯草菌固定子欠損株、◆ : BS+OF-Plug 株、枯草菌の固定子に B. 
pseudofirmus OF4 の Plug 領域を導入した株、◆ : OF+BS-Plug 株、B. pseudofirmus 
OF4 の固定子に枯草菌の Plug 領域を導入した株 
オレンジ色の矢印は BSPS 株と比較した BS+OF-Plug 株の運動性の低下を示して
いる。青緑の矢印は OFPS 株と比較した OF+BS-Plug 株の運動性の向上を示して
いる。 
0.25%軟寒天培地(pH 7.0)に最終濃度が 2%になるようにキシロースを添加し、
NaCl が最終濃度 5 mM、10 mM、5 mM、30 mM、55 mM になるように添加した。
37℃、16 時間の条件で静置培養を行った。 
OFPS株 (□) 




図 4-13．M3up において同定された変異箇所の MotPS 複合体模式図 
B. pseudofirmus OF4 由来 Na+駆動型固定子 MotPS の複合体模式図における変異
同定箇所を○で示した。MotP-N186D は赤色、MotS-S37T はオレンジ色、MotS-
I47T は青色、MotSS48P は緑色、MotS-S50P はピンク色で示した。MotS サブユ
ニットのイオン結合部位と考えられる 21 番目のアスパラギン酸残基(D21)を水
色で示した。Na+の流入経路の予測を点線で示した。空色で塗りつぶした領域
は、Plug 領域を示している。  




好アルカリ性細菌である B. pseudofirmus OF4 は、中性である pH 7.0 では 100 
mM 以上の高濃度の Na＋を運動性に要求する(50)。しかし、好中性細菌である枯
草菌は中性環境でも 5 mM 程度の低 Na+濃度でも運動性を示す(18)。このことか
ら、枯草菌と B. pseudofirmus OF4 のべん毛モーターNa+駆動型固定子 MotP では
中性環境での Na+親和性が異なる可能性が考えられた。 
好中性 Bacillus 属細菌の枯草菌と好アルカリ性 Bacillus 属細菌の B. 
pseudofirmus OF4 と B. halodurans C-125 に着目し、中性環境における Na+親和性
に関与すると考えられるアミノ酸残基や領域の同定を試みた。その結果、MoyP
サブユニットの 3 番目の膜貫通領域内で好中性 Bacillus 属細菌と好アルカリ性
Bacillus 属細菌で保存性の異なるアミノ酸残基が同定された。好中性 Bacillus 属
ではリジン残基(K)が、好アルカリ性 Bacillus 属細菌ではグルタミン残基(Q)が高
度に保存されていた(図 4-2)。これらアミノ酸残基に対して構築した置換変異株
BS-K175Q 株、OF-Q176K 株、C125-Q176K 株の運動性試験の結果、この部位は
Na+親和性には関与していないことが示唆された(図 4-3、図 4-4)。 
 当研究室では、B. pseudofirmus OF4 由来の固定子を導入した OF4PS 株から自
然突然変異によって中性環境での運動性向上株を取得した。中性環境において
取得された運動性復帰株(OF4PS-7up)から同定された変異を導入した変異株の構
築と解析を行った。その結果、OF4PS-7up の MotP サブユニットの 186 番目のア
スパラギン残基がアスパラギン酸残基(MotP-N186D)に置換されたことにより中
性環境での運動性が復帰したことが示唆された。MotP-N186 は MotP サブユニッ
トの 3 番目と 4 番目の膜貫通領域の間のペリプラズム側のループの 3 番目の膜
貫通領域の直前に位置していると推定された(図 4-7)。この位置は共役イオン流





導入した株 M3 から取得した運動性向上株 M3up の motPS 遺伝子内の変異箇所




V130A)にそれぞれ置換されていた。同定された変異が MotS サブユニットの 37
番目のセリン残基は膜貫通領域、47 番目のスレオニン残基、48 番目のセリン残
基、50 番目のセリン残基は固定子の不活性化時に共役のイオンの流入の制御に












の流入を防いでいるのが Plug 領域であると考えられている(50)。Plug 領域を欠損












今回得られた結果から、中性環境における B. pseudofirmus OF4 の運動性の低
















本研究では、Bacillus 属細菌である枯草菌の H+駆動型固定子 MotAB と Na+駆






第一節 枯草菌べん毛モーターH+駆動型固定子 MotAB と Na+駆動型固定子 MotPS
の回転駆動力の発生に重要なアミノ酸残基の特定と解析について 
 
枯草菌が持つ H+駆動型固定子 MotAB と Na+駆動型固定子 MotPS に着目し、















ブユニットと MotP サブユニットの 2 番目と 3 番目の膜貫通領域の間に存在す
る細胞質内ループ内の荷電アミノ酸残基の特性を把握することができた。 






から、MotA サブユニットの E98 と MotP サブユニットの R94、K95 は、特にモ
ーターの回転に重要な荷電アミノ酸残基であることが示唆された。また、MotA
サブユニットの E102 と MotP サブユニットの E107 は固定子が基部体に取り込
まれるために重要な荷電アミノ酸残基であることが示唆された。 
MotA サブユニットの R90、E92 と MotP サブユニットの D91、D102 は変異導
入によって顕著な運動性の低下を引き起こした。しかし、この運動性の低下は固
定子の発現量の低下によって引き起こされたものであると判断した。この  
ことから、MotA サブユニットの R90、E92 と MotP サブユニットの D91、D102
は固定子構造の安定化に重要であることが示唆された。 
これらの結果から、枯草菌べん毛モーターの回転駆動力発生機構は、H+駆動
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1 つの回転子 FliG に対して 2 種類の固定子を持つ枯草菌べん毛モーターは、H+
駆動型と Na+駆動型で相互作用部位を区別している可能性が示唆された。 
また、枯草菌の固定子と回転子間の静電的相互作用様式は、H+駆動型 MotA サ
ブユニット、Na+駆動型 MotP サブユニット共に大腸菌やサルモネラ菌の H+駆動



























回転子構成タンパク質 FliG の C 末端領域の荷電アミノ酸残基 
枯草菌は 1 つ回転子に対して 2 種類の固定子を持つ。本研究の結果から、べん毛モーターの回転
駆動力発生機構に関与すると示唆された荷電アミノ酸残基を図中に示した。直接的にべん毛モータ
ーの回転駆動力の発生に重要な荷電アミノ酸残基であるH+駆動型MotAサブユニットのE98とNa+
駆動型 MotP サブユニットの R94 と K95 を赤字で示した。また、固定子が基部体に取り込まれるた
めに重要な荷電アミノ酸残基である H+駆動型 MotA サブユニットの E102 と Na+駆動型 MotP サブ











枯草菌が持つ H+駆動型固定子 MotAB と Na+駆動型固定子 MotPS の MotB サ
ブユニットの 24 番目のアスパラギン酸残基と MotS サブユニットの 30 番目の
アスパラギン酸残基は共役イオン結合部位であると推定されていた。この共役
イオン結合部位に着目し、部位特異的置換変異体を作製した。また、MotB-D24E
と MotS-D30E から運動性向上株を取得した。取得した運動性向上株 MotB-
D24Eup と MotS-D30Eup の変異箇所を固定子遺伝子内に同定した。次に、運動性
向上株から同定された変異箇所が運動性向上に関与しているのか解明した。 
大腸菌の MotB サブユニットでは、固定子のイオン結合部位として 32 番目の
アスパラギン酸残基が提唱されている(13)。MotB サブユニットの 32 番目のアス
パラギン酸残基の位置は、他の細菌においても高度に保存されている。枯草菌の
推定共役イオン結合部位の部位特異的置換変異体は MotS-D30E を除いて運動性
を喪失した。これらの結果から、枯草菌固定子の MotB サブユニットの 24 番目
と MotS サブユニットの 30 番目のアスパラギン酸残基も共役イオン結合部位で
あると推定した。また、運動性向上株から同定した変異箇所は大変興味深い箇所
に存在していた。MotB-D24Eup から同定された MotB-T181A は、MotB サブユニ
ットの C 末端領域に存在する PGB モチーフに存在していた(図 3-4A)。大腸菌で
は、MotB-T181 の位置するアミノ酸残基は固定子の複合体形成に重要であるこ































A : 野生型 H+駆動型固定子 MotAB、B : MotB-D24E、C : MotB-D24A / MotB-T181A、
D : 野生型 Na+駆動型固定子 MotPS、E : MotS-D30E、F : MotS-D30 / MotP-L172P 
固定子としての機能を通常時( )、低下している時(○)、機能しない時( )を示し
た。 
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第三節 枯草菌と好アルカリ性細菌 Bacillus pseudofirmus OF4 の Na+駆動型固定子
MotPS の中性環境における Na+親和性の差異の解明について 
 
好アルカリ性菌 B. pseudofirmus OF4 のべん毛モーターの Na+駆動型固定子
MotPS は、アルカリ性環境である pH が 8.0 以上環境では Na+濃度に依存した運
動性を示すが、中性環境である pH 7.0 では 100 mM の Na+を要求する(39)。しか
し、好中性細菌である枯草菌のべん毛モーターの Na+駆動型固定子 MotPS は、
外環境の pH が変化しても、Na+濃度に依存した運動性を示す(16)。このことは、
好中性細菌である枯草菌と好アルカリ性細菌である B. pseudofirmus OF4 のべん
毛モーターNa+駆動型固定子MotPSでは中性環境においてNa+親和性が異なる可
能性を示唆した。 
好中性 Bacillus 属細菌の枯草菌と好アルカリ性 Bacillus 属細菌である B. 
pseudofirmus OF4 と B. halodurans C-125 に着目し、中性環境における Na+親和性
に関与すると考えられるアミノ酸残基や領域の同定を試みた。その結果、MotP
サブユニットの 3 番目の膜貫通領域内で好中性 Bacillus 属細菌と好アルカリ性
Bacillus 属細菌で保存性の異なるアミノ酸残基が同定された。好中性 Bacillus 属
細菌ではリジン残基が、好アルカリ性 Bacillus 属細菌ではグルタミン残基が高度
に保存されていた(図 4-2)。これらアミノ酸残基に対して構築した置換変異株の
運動性試験の結果、好中性 Bacillus 属細菌のリジン残基と好アルカリ性 Bacillus
属細菌のグルタミン残基は、Na+親和性には関与していないことが示唆された(図
4-3、図 4-4)。 
枯草菌の固定子欠損株に B. pseudofirmus OF4 由来の Na+駆動型固定子 MotPS
を導入した株 OF4PS は pH 7.0 では NaCl を 200 mM 添加しても運動性を示さな
かった。そこで、運動性復帰株を取得した。運動性復帰株からリボソーム結合サ
イト(RBS)の繰り返し挿入配列と MotP サブユニットの 186 番目のアスパラギン










は運動性を示さなかった(図 4-1)。なぜ、B. pseudofirmus OF4 由来の Na+駆動型
固定子 MotPS は、中性環境、低 Na+濃度下では運動性を示さないのかを検証し
た。OFPS 株の低 Na+濃度下における運動性向上株は全てにおいて MotS サブユ
ニットで変異が同定された。MotS サブユニットで同定した変異箇所は、膜貫通
領域や Plug 領域(50)、基部体に固定子が組み込まれるために大きく構造変化する










向上株の変異導入箇所 5 箇所のうち 3 箇所が Plug 領域であった(図 5-3B)ことか
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らも、Plug 領域が外環境の pH や共役イオン濃度を制御している可能性が示唆さ
れた。また、今回、低 Na+濃度下において取得された運動性向上株の運動性の向
上は構造的な要因が考えられた。 
今回得られた結果から、中性環境における B. pseudofirmus OF4 の運動性の低下

























図 5-3.  好アルカリ性菌 B. pseudofirmus OF4 の Na+駆動型固定子 MotPS の中性
環境におけるイオン流入調節機構の概略図 
A : 中性環境における好アルカリ性菌 B. pseudofirmus OF4 のチャネルが閉じた
状態の Na+駆動型固定子 MotPS、B : 中性環境の低 Na+濃度下から取得した運動
性向上株のチャネルが開いた状態の Na+駆動型固定子 MotPS 
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第 4 節 今後の展望 
 
本研究では、好中性Bacillus属細菌である枯草菌が持つH+駆動型固定子MotAB
と Na+駆動型固定子 MotPS と好アルカリ性菌 B. pseudofirmus OF4 の Na+駆動型
固定子 MotPS に着目し、べん毛モーターの回転機構の解明と固定子の共役イオ
ンの流入制御機構の解明を試みた。 
これまで 1 つのモーターに対して 2 種類の固定子が機能するハイブリッドモ
ーターや Na+駆動型固定子 MotPS の回転駆動力発生機構に関連する報告はなさ
れていない。今回の結果から、枯草菌べん毛モーターの回転駆動力発生機構は、
H+駆動型固定子 MotABまたは Na+駆動型固定子 MotPSと 1 つの回転子構成タン
パク質 FliG 間における静電的相互作用に寄与するという知見を得ることができ
た。枯草菌べん毛では、モーターの回転に H+駆動型固定子 MotAB はマイナス、
Na+駆動型固定子 MotPS はプラスの電荷が重要であった。この結果は、枯草菌の




析や Thermotoga maritima における結晶構造解析の結果をもとに、枯草菌べん毛




の Na+濃度や pH に依存してモーターに取り込まれる比率を変化させている。大
腸菌に V. alginolyticus の固定子 PomB サブユニットの N 末端領域と大腸菌の固
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定子 MotB サブユニットの C 末端領域から作製されたキメラである Na+駆動型














株から更なる運動性向上株の取得や枯草菌と B. pseudofirmus OF4 の MotPS のキ
メラ変異体を構築し運動性解析を行うことにより、好中性 Bacillus 属細菌と好ア
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